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1. OZET

KALBE OZGU DUYU NORONLARININ TRANSGENIK YAKLASIM
KULLANILARAK SAGLIKLI VE ISKEMIK HASAR SONRASI FARE
KALBINDE INCELENMESI

Duyusal sinir sistemi, kalp fonksiyonunun regiilasyonunda kritik éneme sahiptir. Otonom
sinirlerin kalbi inervasyonu ve fonksiyonu hakkinda bir¢ok ¢aligma olmakla beraber, kalbin
afferent inervasyonu konusunda bilgimiz yetersizdir. Literatiirdeki bu eksikligi gidermek ve
afferentlerin saglikli ve miyokard infarktiis (MI) sonrasi kalbe inervasyonunu 3 boyutlu (3B)
tiim kalpte haritalamak amaciyla tez kapsamimda VGLUT2-Cre::tdTomato ikili transgenik
fare soyu tiretildi ve ileri yontemler kullanilarak goriintiilendi. VGLUT2 ifade eden spinal ve
vagal kokenli kardiyak afferentlerin haritasini kalbin dorsal ve ventral yiizlerinde daha 6nce
gosterilmemis yliksek ¢oziiniirliikte ve 3B goriintiiledik. Kalbin dorsal yiiziinde ventrale
oranla anlaml sekilde daha yogun afferent inervasyonunun oldugunu tespit ettik (p=0.004).
Afferent ve efferent karsilastirmali 3B kardiyak haritalarii olusturdugumuz ¢alismamizda
ndron ¢ap1 analizlerinde ~5um’den kalin fiberlerin dorsal yiizde istatistiksel anlamli olarak
yogun oldugu tespit edildi (p=0.01). Atriyum ve ventrikiillerin ayrintili karakterizasyonu
sonucunda, ¢igek benzeri sonlanmalar, kas i¢i uglar ve kalbin farkli anatomik kisimlarini
inerve eden serbest sinir ucu gibi afferent sinir sonlanma morfolojileri yiiksek ¢oziiniirliikle
tespit edildi. VGLUT2::tdTomato transgenik fare kalplerinde TUJ1 immiin boyama ile
saptanan global sinir inervasyonunun %20-30'unun VGLUT2 ifade eden affrentler ile
ortiistiigli tespit edildi. Saglikli ve iskemik hasar sonrasi kalbin afferent ve efferent
inervasyonunu karsilagtirmak amaciyla olusturulan MI modelinde, hasar sinir bdlgesinde
hiperinervasyon ve infarktiis alanina uzak bdlgelere kiyasla afferent yogunlugunda istatistiksel
bir artis oldugunu gosterdik (p<0.003). Bu bulgular, iskemik hasar sonrasi afferent agdaki
degisimin kardiyak disfonksiyon ve mortaliteye etki edebilecegini diisiindiirmektedir. Bu tez
kapsaminda iiretilen VGLUT2::tdTomato ikili transgenik farelerde 3B kalp goriintiileme
tekniklerinde yapilan gelismeler ile vagal ve spinal afferentlerin biiyiik ¢ogunlugunu temsil
eden VGLUT2 ifadeli aksonlarin atriyum ve ventrikiil 6zelinde saglikli ve MI sonrasi
inervasyon paternleri detayli olarak gosterilmistir. Bu tezde elde dilen sonuglar, nérokardiyak
agm afferent inervasyonu tanimlamasi yonii ile literatiirdeki énemli bir bilgi eksikliginin
giderilmesine 6nemli katki saglamakla beraber, gelecekte yapilacak ¢aligmalarda afferent agin
ozellikle iskemik hasar ve diger kardiyak anomalilerde etkisinin fonksiyonel aragtirmalari i¢in
degerli bir alt yap1 olusturmustur.

Anahtar kelimeler: Afferent Kardiyak Inervasyon, Miyokardiyal Infarktiis, Noral
Yeniden Sekillenme, Tiim Organ Goriintiilleme, VGLUT2-Cre Transgenik Fare.

*Bu arastrma TUBITAK 1001 Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini

Destekleme Programi tarafindan 219S332 numarali Proje kapsaminda desteklenmistir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF HEART SPECIFIC SENSORY NEURONS USING A
TRANSGENIC APPROACH IN A HEALTHY AND AFTER ICHEMIC
DAMAGE MOUSE HEART

The sensory nervous system is critical in the regulation of heart function. Although
there are many studies on cardiac innervation and function of autonomic nerves, our
knowledge on afferent innervation of the heart is insufficient. In order to fill this gap
in the literature and to map the innervation of afferents to the healthy and post-
myocardial infarction (MI) heart in 3D (3D) whole heart, VGLUT2-Cre::tdTomato
double transgenic mouse strain was produced and imaged using advanced methods.
We visualized a map of spinal and vagal-derived cardiac afferents expressing
VGLUT?2 on the dorsal and ventral side of the heart in high resolution and 3D that has
not been shown before. We found that there was significantly more intense afferent
innervation on the dorsal side of the heart compared to the ventral side (p=0.004). In
our study, in which we visualized whole cardiac afferent and efferent innervation, in
neuron diameter analyzes fibers thicker than ~5um were found to be statistically
significant on the dorsal side (p=0.01). As a result of detailed characterization of atria
and ventricles, spinal afferent nerve ending morphologies such as flower-like endings,
intramuscular endings and free nerve endings innervating different anatomical parts of
the heart were detected with high resolution. In VGLUT2::tdTomato transgenic mouse
hearts, 20-30% of global nerve innervation detected by TUJ1 immunostaining was
found to overlap with VGLUT?2 expressing afferents. To compare the afferent and
efferent innervation of the healthy and post-ischemic heart, we generated mouse MI
model. We showed that there was statistical increase in afferent hyperinnervation in
the injury border zone when compared to the regions far from the infarct area
(p<0.003). These findings suggest that the change in the afferent network after
ischemic injury may affect cardiac dysfunction and mortality. In the
VGLUT2::tdTomato double transgenic mice produced within the scope of this thesis,
the developments in 3D cardiac imaging techniques; the innervation patterns of
VGLUT?2 expressed axons, which represent the majority of vagal and spinal afferents,
in healthy and MI hearts’ atria and ventricles have been shown in detail. The results
obtained in this thesis, besides making an important contribution to the elimination of
an important lack of knowledge in the literature in terms of the definition of afferent
innervation of the neurocardiac network, formed a valuable infrastructure for the
functional studies of the effect of the afferent network, especially in ischemic damage
and other cardiac anomalies, in future studies.

Keywords: Afferent Cardiac Innervation, Myocardial Infarction, Neural Remodeling,
Whole Organ Imaging, VGLUT2-Cre Transgenic Mouse.

*This study was supported by TUBITAK under 1001 Scientific and Technological
Research Projects Funding Program by project no: 219S332.



3. GIRIS ve AMAC

Sensoriyel noron hiicre govdeleri, omurilige bitisik bulunan arka kok
gangliyonlarinda (AKG) ve jugular foramende bulunan nodoz gangliyonda (NG) yer
alirlar. AKG noronlar1 hem periferdeki doku ve organlara hem de omurilige uzanan
aksonal dallar1 olan yalanci tek kutuplu bir morfolojiye sahiptir. Afferent olarak
adlandirilan duyu noronlari viseral organlardan ve periferden duyu bilgisini almak i¢in
Ozellesmis sonlanma tipleri ile aci, basing, gerilme, dokunma ve mekanik uyaranlar
gibi ¢esitli duyu bilgilerini beyne aktarirlar. Spinal projeksiyon noronlar1 daha sonra
aldiklar bilgiyi, sinyallerin algilanabilecegi beyindeki daha ytliksek merkezlere iletir
(1). Duyu néronlarinin perifer doku ve viseral organlardan merkezi sinir sitemine
tasidigr duyusal bilginin molekiiler ve fonksiyonel karakteri 6zellikle klinikte agr
tedavilerine yeni yaklasimlar olusturmasi acisindan arastirilmaktadir (2—4). Kalp
inerve eden duyu néronlarinin AKG veya NG’den koken aldigi bilinmekle birlikte
tasidig1 duyusal bilginin kapsamina dair molekiiler ve fonksiyonel mekanizmalar net
olarak bilinmemektedir. Kalbin sag {ist atriyumunda bulunan sinoatriyal diigiim kalp
ritmini, iletim hizini, miyokardiyal kasilmay1 ve gevsemeyi kontrol eden otonom sinir
sistemi aksonlar1 tarafindan inerve edilmektedir (5,6). Otonom sempatik ve
parasempatik sinirlerinin merkezi sinir sisteminden kalbe projeksiyonlari

bulunmaktadir. (6,7).

Afferent projeksiyonlarinin morfolojik ve fonksiyonel arastirmalar1 ozellikle
vagal kokenli noronlar iizerinde yogunlagsmistir. Vagal afferentlerin viseral organlari,
damarlar1 ve sindirim kanalinin ¢esitli alanlarmni inerve ettigi, sindirim, tokluk,
solunum, kan basinci ve kalp hizi gibi fonksiyonlarin ¢aligmasinda ve homeostazin
korunmasinda islevleri oldugu bilinmektedir (8-11). I¢ organlarin afferent
inervasyonlariin niteliginin vagal veya spinal koken olarak ayristirilmasi tizerindeki
caligmalar devam etmektedir (12). Afferent sonlanmalarin molekiiler, fonksiyonel ve
morfolojik karakterleri kalpten aldigir duyu bilgisine gore ¢esitlilik gostermektedir.
Cigek benzeri sonlanmalar (flower spray), kas i¢i sonlanmalar (intra muscular arrays),
dallanma tipi u¢ sonlanmalar1 (branching type end-net meshes) ve ayrica tek akson
dallar1 (single axon branches) gibi farkli morfolojilere sahip aksonal sonlanmalar
viseral organlarda ¢esitli isaretleyiciler kullanilarak belirlenmeye calisilmigtir (10,13—

15). Viseral organ veya dokularda goriintiilenen ve fonksiyonel tanimlamalar



yapilmaya caligilan ¢igek benzeri sonlanmalarin baroreseptdr veya mekanoreseptor
ozellikte olduklar1 gosterilmistir (16—19). Cigek benzeri sonlanmalardan farkli olarak
intramuskular sonlanmalarin tespiti ile ilgili daha az ¢alisma mevcuttur (20,21). Kalpte
kas yogunlugu nedeni ile olusan otofloresan arka plan (background) etkisi, sinir aginin
kas i¢i sonlanmalarinin belirlenmesini zorlastirmis, ilgili bilginin literatiirde kisith

kalmasinin sebeplerinden biri olmustur.

Yeni tedavi yontemleri gelistirilmesine ragmen kardiyovaskiiler hastaliklar
diinya genelinde 6liimlerin biiytlik bir kismini1 olusturmaktadir. Kardiyak patolojiler
arasinda klinikte siklikla karsilasilan iskemik hasar sonucu gelisen inervasyondaki
degisiklikleri belirlemek, afferentler ve efferentler arasindaki fonksiyonel geri
besleme dongiilerinin diizensizligi ve patolojik bulgular ile molekiiler ve fonksiyonel
iliskiyi kurmak ag¢isindan 6nemlidir. Sempatik sinir yeniden yapilanma (remodeling),
cesitli hayvan modellerinde (22-24) ve insanlarda (25) iyi tanimlanmis olmakla
beraber, duyusal agin yeniden sekillenip miyokard infarktiis (MI) sonrasi
aritmogeneze ne Olciide katkida bulundugu belirsizligini korumaktadir. Bu nedenle MI
sonras1 sempatik ve duyusal inervasyonun haritalanmasi patolojik mekanizmanin
anlasilmasi1 ve yeni bir yaklasimla tedavi yontemleri gelistirilebilmesine 151k tutacaktir.
Bu tez ¢aligmasinda kalbe dallanan vagal ve spinal afferentlerin saglikli ve MI sonrasi
kalbin yiizeyindeki konumlari, yayilimi, sonlanma bigimleri ve otonom sinir sistemi
ile etkilesiminin belirlenmesi i¢in transgenik fare yaklasimi ve immiinboyama

yontemleri, ileri goriintiileme teknikleri ile birlestirilerek kullanildi.

Kalbin miyokard dokusundan kaynaklanan yiiksek otofloresan, biitiinsel
haritalama amaci ile kullanilabilecek spesifik immiinokimyasal belirteclerin
olmamasi, tiim kalp dlceginde doku berraklastirma tekniklerinin kisithiliklari, kalbi
inerve eden afferent ve efferentlerin 3-boyutlu (3B) haritalanmasini siirlamstir.
Literatiirde heniiz kardiyak afferentlerin goriintiilenmesi tiim kalp kapsaminda
gerceklestirilmemigken, atriyum (26), sinoatriyal diigiim (27) ve aort (17) gibi belirli
birka¢ anatomik alanda inervasyon gosterilebilmistir. Bu tez kapsaminda, uyarici
glutamaterjik noronlar1 ve sinir uglarini floresan olarak etiketlemek i¢in VGLUT2-
IRES-Cre transgenik fare soylar1 kullanilarak, saglikli ve deneysel olarak MI hasari
gelistirilen farelerde AKG ve NG'den koken alan kardiyak afferentlerin 3B kalpte

dorsal ve ventral yiizlerde goriintiilenerek yiiksek c¢oziiniirliikte haritalamasi



gerceklestirildi. Ayrica irettigimiz VGLUT2::tdTomato ikili transgenik fare
kalplerinin atriyum ve ventrikiillerinin dorsal ve ventral yiizlerinde farkli morfolojilere

sahip akson liflerinin ve sinir uglarinin siniflandirilmasi hedeflendi.
Bu tez kapsaminda temel amaglarimiz:

1. Kalbe 6zgii duyu noronlarinin ifade ettigi genlerin belirlenip spinal kokenli
afferentlerin  gorlintiilenmesinde  kullanilacak transgenik soylarin  molekiiler
karakterizasyon yontemleri ile belirlenmesi,

2. Fare kalbine dallanan duyu ndron aginin haritalanmasi, dagilim, sonlanma
tipleri ve derinliklerinin 3B olarak belirlenmesi,

3. Elde edilen kardiyak afferent ag haritas1 ile kardiyak efferent ve genel sinir
aginin karsilastirilmasi,

4. Kardiyak afferentlerin aksonal sonlanma morfolojileri ve tiplerinin
smiflandirilmasi ve goriintiilenmesi,

5. Kardiyovaskiiler hastalik modeli olarak MI sonucu olusan iskemik hasar
sonras1 duyu ndronlarmin kalpteki dallanmasinin nasil etkilendiginin karsilastirmali
arastirilmasidir.

Bu tez caligmasinda, kalbin 3B goriintiisiiniin elde edilebilmesi i¢in dorsal ve
ventral yiizlerinin biitiinciil ¢gekimleri ventrikiil ve atriyumlar hakkinda detayli bilgi
verecek sekilde gerceklestirildi. Kalbin sinir fiber ve aksonal sonlanma
morfolojilerinin goriintiilerinin olusturulmasi i¢in uygulanan teknik optimizasyonlar
kalbin arka plan sinyal yogunlugunun iistiine ¢ikarak yiiksek ¢oziiniirliikte veriler elde
edilmesine olanak sagladi. 3B, yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiilenen kalbin afferent,
sempatik efferent ve biitiinciil inervasyonlarinin yogunlugu ve akson ¢aplari1 dorsal ve
ventral ylizde karsilastirmali olarak hesaplandi. Literatiirde kalbin ventral
inervasyonunun detaylar1 hakkinda sinirli veri (28) olmasi nedeni ile bu tez
caligmasinda elde edilen glutamaterjik, noradrenerjik ve genel sinir aginin
isaretlenerek detayli incelenmesi bu eksikligi giderecektir. Tez kapsaminda, kalbin
calisma mekanizmasinda etkili duyusal geri bildirimin ve otonom sinir sistemi ile
afferent sistemin saglikli ve MI sonras1 hasar durumunda olusturdugu hiperinervasyon
ve denervasyon konusunda yeni bilimsel veriler sunulmaktadir. Kalbin sinir sistemi
ile olan iliskisinin detayli tanimlamasi, hastalik mekanizmalarinin agiklanmasi ve

ileride yeni tedavi yontemlerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, beyin ile i¢ organlar da dahil olmak {izere viicudun geri kalani
arasinda sinyal iletimini saglar. Bu sekilde sinir sistemi hareket etme, nefes alma,
gbérme, diisiinme ve daha fazlasini kontrol eder. Sinir sisteminin temel birimi bir sinir
hiicresi veya norondur. Farkli néron tipleri farkli aktiviteleri kontrol eder veya
gerceklestirir. Ornegin, motor ndronlar, hareket iiretmek icin beyinden kaslara
mesajlar iletir. Duyusal noronlar 15181, sesi, kokuyu, tadi, basinci ve 1s1y1 algilar ve
bunlar hakkinda beyne mesajlar gonderir. Sinir sisteminin diger kisimlari istemsiz
stiregleri kontrol eder (Kandel, 2013). Bunlar, diizenli bir kalp atisinin saglanmasi,
adrenalin gibi hormonlarin salinmasi, 1518a tepki olarak gz bebeginin agilmasi veya
kisilmasi ve sindirim sistemini diizenlemesi gibi ¢esitlendirilebilir. Sinir sistemi, bir
organizmanin ¢evresiyle etkilesime girmesini saglayan karmasik bir agdir. Cevresel
uyaranlar1 algilayan duyusal bilesenler ve iskelet, kalp ve diiz kas kontroli ile
hormonal salgilarin kontroliinii saglayan motor bilesenler, aliman uyaranlara veya
duyusal girdilere uygun motor yanitlar1 olusturmak i¢in bir sistem iginde koordine
edilir, saklanir ve islenir. I¢ organlardan ve diger sistemlerden merkezi sinir sistemine
bilgi aktaran noronlara afferent (duyusal, getirici), beyinde olusan motor komutlar
organlara ve diger dokulara aktaran ndronlara ise efferent (motor, gotiiriicii) néronlar
denir. Sinir sistemi periferik (PSS) ve merkezi sinir sistemi (MSS) olmak iizere iki

sisteme ayrilir.
4.2. Sinir hiicresinde elektriksel ileti ve aksonal tasinma

Sinir sinyali iletimi siireci, noron/aksonun hiicre zar1 boyunca bir elektrik

potansiyelinin olusturulmasi ve korunmasiyla miimkiin olur.
4.2.1 Aksiyon potansiyeli

Noronlarin temel aktivitesi, kimyasal ve elektrik sinyallerini MSS’deki sinapslar
yoluyla bir nérondan digerine veya PSS’deki baglanti kompleksleri ile nérondan bir
kas hiicresine etkili bir sekilde iletmektir. Membran potansiyeli, noronal / aksonal

hiicre zarinin i¢i ve dis1 arasindaki voltaj farkidir ve dinlenme potansiyeli olarak



adlandirilir (-70 mV). Bu potansiyel, bir membran pompasi olan Sodyum / Potasyum-
ATPase (Na"/K*-ATPase) tarafindan olusturulur ve korunur (Kandel, 2013). Bir
ndron, noronal hiicre gdovdesinden uzaga, bir akson boyunca bilgi ilettiginde bir
aksiyon potansiyeli ortaya ¢ikar. Hiicre zarmi depolarize eden ve dinlenme
potansiyelinin OmV'a dogru hareket etmesine neden olan bir olay tarafindan bir
aksiyon potansiyeli baslatilir. Depolarizasyon yaklasik -50mV'lik bir esik seviyesine
ulastiginda, bir aksiyon potansiyeli meydana gelir (30).

Aksiyon potansiyeli, sodyum ve potasyum iyonlarinin noron hiicre
govdesi/akson hiicre zar1 boyunca hareketinden kaynaklanir. Baslatic1 bir olayla ilk
olarak sodyum kanallar1 agilir ve biiyiik konsantrasyonlarda sodyum iyonlar1 hiicre i¢i
mikro ¢evreye girer. Membran potansiyelindeki bu degisiklik, voltaj kapili katyonik
kanali (sodyum kanal1) acarak depolarizasyon ve noronal aksiyon potansiyelinin
olusumu siireciyle sonug¢lanir. Sodyum iyonlar1 pozitif yiiklii oldugundan, polarite
daha pozitif hale gelir (-70mV ila -50mV) ve néron/akson depolarize olur (Sekil 4.1).
Potasyum kanallari, sodyum kanallarinin kapanmasiyla es zamanli olarak
depolarizasyon siirecinde daha sonra agilir. Potasyum iyonlar1 hiicreyi terk eder ve
hiicre dis1 siviya girer. Bu olaylar, ndron/aksonun repolarizasyonuna ve membran
Na/K*-ATPase pompasi yoluyla dinlenme potansiyeline (-70mV) geri doniigiine
neden olur (15,31). Noronal aksiyon potansiyelleri, belirli bir mesafeden bile herhangi
bir sinir lifi boyunca uyarilarin yayilmasi i¢in hayati 6neme sahiptir. Ayrica sinapslar

araciligryla noronlar arasindaki iletisim i¢in ¢ok 6nemlidirler (31).
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Sekil 4.1 Noronal aksiyon potansiyeli. Kesikli ¢izgi esik voltajini temsil etmektedir
(30).



4.2.2. Aksonal tasima

Aksonal tagima, sinaptik vezikiilleri, norotransmiterler gibi proteinleri, lipid,
mitokondriler ve diger hiicre organellerini ndron hiicre gévdesinden akson yoluyla
sinapslara tagimak ve daha sonra atik iiriinleri hiicre govdesine geri getirmek icin
kullanilan hiicresel bir mekanizmadir. Noéronda, biyolojik materyalleri aksonda yukari
ve asag1 olmak iizere iki farkli tasinma sistemi mevcuttur (Sekil 4.2). ileri tagmiml
(anterograd) ve geri tasinimli (retrograd) izleme, noronlardaki mevcut tagima
yollarindan yararlanir. Anterograd tasima tipik olarak mitokondri gibi organellerin
yani sira aktin ve miyozin gibi makromolekiillerin ve transmitter sentezi i¢in gerekli
enzimlerin taginmasinda kullanilir. Retrograd tagima ise, endositoz materyalinin veya
bozunmay1 hedefleyen molekiillerin tasinmasi i¢in kullanilir. Bu iki yol ayn1 zamanda
tagimay1 kolaylastirmak icin farkli hiicre iskeleti makinelerini kullanir: retrograd

tagima dinein motor proteini, anterograd tagima kinesin proteini ile gergeklesir (32).

Noronal izleme deneylerinde, beyin dokusuna, uygulama bdlgesinden hiicre ici
olarak yayilan ve dendritik ve aksonal uzantilar ve en 6nemlisi ndronlarin diger uzak
beyin alanlarina yaptigi her tirlii baglanti dahil olmak iizere tek tek ndronlarin
morfolojisinin gorsellestirilmesine yardimci olan bilesikler enjekte edilir. Hangi beyin
bolgelerinin birbirleriyle iletisim kurdugunu ve bunu nasil yaptiklarini anlamak i¢in
bilgi akis1 yoniinde noéronlar1 goriintiilemek igin bilesiklerin izlenmesi hedeflenir.
Hedef organda aksonal isaretleme ve takip etme ydntemlerinde anterograd ve
retrograd ilerleyen boyalar kullanilmaktadirlar. Bu islem benzer sekilde periferdeki
organlarin noéral aglarinin gorlintiilenmesinde de yaygin sekilde kullanilmaktadir
(11,12,33-35). Anterograd izleme, noronlarin hiicre govdelerinden aksonlarinin
uclarina kadar ana hatlarini ¢izer; geriye doniik izleme olan retrograd izleme ise,
ndronlarin aksonlarinin terminallerinden hiicre goévdelerine kadar zit yonde ana

hatlarini ¢izer (32).



Sekil 4.2 Noronal izleme yonleri. A. Sinir govdesinden aksonlara dogru anterograd
taginim. B. Aksonlardan sinir govdesine dogru retrograd tasinim (36).

4.3 MerKkezi sinir sistemi

Merkezi sinir sistemi insan viicudunun islem merkezi olarak kabul edilir. Beyin
dort ana kisma ayrilir: (1) medulla, pons ve orta beyinden olusan beyin sapi; (2)
beyincik; (3) talamus ve hipotalamus ile birlikte diensefalon; ve (4) serebral korteks,
bazal ganglionlar, beyaz cevher, hipokampi ve amigdaladan olusan serebral
hemisferler. Beynin en distaki en biiyiik tabakasini, burusuk serebral korteksi ve
merkezine dogru talamus, hipotalamus ve epifiz bezi gibi daha kii¢iik yapilar icerir.
Orta beyin, 6n beyin ve arka beyin arasindaki hayati baglant1 noktas1 olarak hizmet
eder. Beyni omurilige baglayan beyin sapmin iist kismidir. Arka beyin, medulla
oblongata ve ponstan olusan beyin sapini ve serebellumu igeren beynin en alt arka

kismudir.

Omurilik, MSS'nin kaudal uzantisidir. Omurilik, boliimlere ayrilmistir ve 31 ¢ift
omurilik siniri (afferent ve efferent bilesenlerle) yansitir. Sekiz cift servikal spinal
sinir, 12 ¢ift torasik sinir, beg ¢ift lumbar sinir, bes ¢ift sakral sinir ve bir ¢ift koksigeal

sinir vardir (37).

Afferent sinirler duyu sinirlerini igerir ve deriden, eklemlerden, kaslardan ve i¢
organlardan gelen bilgileri tasir; efferent sinirler hem somatik hem de otonom motor
sinirleri igerir ve iskelet, kalp ve diiz kaslar1 inerve eder, ayrica glandiiler doku ve salg1
hiicrelerini i¢erir. Omurilik, hem artan hem de azalan yollardan ¢evre ile MSS'nin geri

kalan1 arasindaki sinyalleri iletmekten sorumludur (37).



4.4 Periferik sinir sistemi

PSS, viicut organlarin1 ve beyni birbirine baglayan ¢ok sayida fizyolojik islevi
ve davranist i¢in gerekli sistemdir. PSS iki alt sistem igerir: duyusal ve somatik
sinirleri iceren somatik sinir sistemi ve istemsiz fizyolojik islevleri kontrol eden
otonom sinir sistemi. Anatomik olarak PSS, kraniyal sinirler, omurilik sinirleri ve
viicut organlar etrafindaki yerel sinir aglarindan olusur (38,39). Beyinden
kaynaklanan kraniyal sinirler, deri, kas, goz, dil, kulak, burun, girtlak ve yutak gibi bas
ve boyun bolgesindeki organlart merkezi sinir sistemi ile baglar. Basin altindaki
organlar genellikle omurilik sinirleri tarafindan inerve edilir. Gérme, koku, tat, isitme
ve denge gibi bir¢cok temel spesifik duyusal modalite, kraniyal sinirler tarafindan
taginir. Dokunma, agr1, sicaklik ve viseral duyu dahil olmak iizere somatosensorler,
kraniyal ve omurilik sinirlerindeki duyu lifleri tarafindan da iletilir. Omurilik duyusal
lifleri, hiicre govdeleri AKG’de bulunan omuriligin dorsal koklerinden geger. Bas ve
boyun bdlgesindeki kas hareketleri kraniyal sinirler tarafindan kontrol edilirken, alt
govdedeki efektdr kaslarini dogrudan inerve eden spinal motor lifleri omuriligin
ventral koklerinden ¢ikar. Bazi kraniyal sinirler ve omurilik sinirleri sadece duyusal
veya motordur, digerleri ise duyusal, motor veya otonomik roller i¢in bir lif karigimi
icerir. Kranial sinirlerin bir {iyesi olan vagus siniri (kraniyal sinir X veya CN X olarak
da bilinir), iist ve alt govdedeki organlara hem duyusal (afferent) hem de motor
(efferent) otonomik inervasyon saglar (20). Viseral organlari inerve eden vagus
parasempatik (motor) lifler dogrudan beyin sapindaki dorsal motor vagal (DMV)
cekirdekten cikar. Ote yandan, sempatik noronlar spinal sinirlerde bulunur.
Omurilikten kdken alan preganglionik noronlar, bilateral simetrik sempatik zincir
gangliyonlarinda postganglionik hiicre govdeleri ile sinaps yaparlar. Bu tiir
postganglionik noronlar daha sonra hedef i¢ organlarini kontrol etmek i¢in uzun
projeksiyonlar gonderir. PSS'nin bir baska biiyiik alt kiimesi, insanda gastrointestinal
sistemi kaplayan yaklagik 500 milyon nérondan olusan yerel sinir aglari, enterik sinir
sistemidir. (40). Kardiyovaskiiler sistem i¢in de benzer sinir aglar1 tanimlanmistir (41).
Bu lokal ndral pleksuslar, duyusal ve motor otonom sinir liflerinin yani sira viseral
organlarla yogun bir sekilde etkilesime girer. Lokal refleksler olarak bagimsiz olarak
islev gorebilirler ve organ fizyolojisini koordineli bir sekilde diizenlemek igin

sempatik ve parasempatik sinir sistemi ile birlikte ¢alisabilirler.
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4.4.1. Duyusal Sinir Sistemi

Duyu néronlart beyne duyu bilgisini (aci, basing ve gerilme gibi) tasiyan
ndronlardir. Duyusal sinyaller, birincil afferent lifler tarafindan periferden, bu
afferentlerin spinal dorsal boynuz icerisindeki noronlar ile sinaps yaptigi omuriligin
dorsal boynuzuna iletilir. Spinal projeksiyon noéronlar1 daha sonra aldiklar1 bilgiyi,
sinyallerin algilanabilecegi beyindeki daha yiiksek merkezlere iletir (1). Kalpten duyu
bilgisini tastyan néronlar AKG veya NG’e yonelirler. Ozellikle kalbin homeostazinin
saglanmasinda etkili olan duyu néronlarinin tasidigi duyusal bilginin molekiiler ve

fonksiyonel karakterizasyonu organlar bazinda detaylica aragtirilmaktadir (2).
4.4.1.1 Nodoz Gangliyon

Duyusal néronlarin AKG, vagusun NG’de ve intrinsik kardiyak sinir sisteminin
kendilerinde somatalar1 vardir (42). Vagal afferentler i¢ organlarin ve sindirim
kanalinin ¢esitli alanlarini inerve eder. Vagal duyu ndronlarini, ayni sinir kilifinda
bulunan jugular gangliyon ve NG olusturur. Bu gangliyon kompleksi, bas ve bogaz
bolgelerinden ve hayati organlarin ¢oguna kadar uzanan hedefleri inerve eden hem
genel somatik hem de viseral duyu noronlarini igerir. Bu vagal afferentlerin NG hiicre
govdelerinde vardir ve bunlar beyin sapindaki soliter yolun ¢ekirdegine veya postrema
alanina projeksiyon yapar. Vagus siniri yoluyla sindirim, tokluk, solunum, kan basinc1
ve kalp hiz1 kontrolii ile ilgili ¢esitli islevlerde bedensel homeostazin korunmasinda

kritik bir role sahip duyusal sinyaller aktarilmaktadir (43).
4.4.1.2 Arka Kok Gangliyonu

Memelilerde i¢ organlardan gelen agrili uyaranlarin AKG’de hiicre govdeleri
olan spinal afferent ndronlar tarafindan tespit edildigine dair kanitlar vardir (3).
AKG’de bulunan psddounipolar olan birincil afferent ndronlar, omurilige hem agr
iligkili olmayan hem de agrili uyaranlar1 (mekanik, termal ve kimyasal) ileten
ndronlaridir. AKG ndronlar1 proprioseptor, diisiik esikli mekanoreseptorler, sicaklik
reseptorleri, nosiseptorler, ve pruriseptorler olarak bes grupta siniflandirilmaktadir.
Farede 30 ¢ift olan AKG’lar arka intervertebral bosluklarda bulunmaktadirlar.
Bunlarin 8’1 servikal (C), 13’1 toraks (T), 5 veya 6’s1 lumbar (L) ve 4’1 sakralda olmak
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tizere konumlanmislardir. Farkli seviyelerde bulunan AKG néronlari, i¢ organlarda
veya diger dokularda, ¢ogu durumda nosiseptdrler olarak adlandirilan serbest sinir
uclari, agrili uyaranlari iletme ve kodlama yetenegine sahip yiiksek esikli bir duyusal
reseptor olarak sonlanan aksonlar1 gonderirler. Hedef dokudan veya organdan duyusal
veriyi alan farkli tipteki AKG noronlart 6zellesmis olarak omurilikteki 5 laminadan
birine giris yaparak beyne ulasmaktadirlar (44). Bu durum segicilik olarak
adlandirilmaktadir. Bu hipoteze gore her bir duyu kendisine 6zellesmis duyusal ag1
veya isaretlenmis yol ile periferden beyne iletilmektedir. Hedef dokudan alinan her
ileti tipi 6zellesmis bir yol ile beyne iletilmektedir. Termoseptif, nosiseptif, mekanik
ve propriyoseptif uyaranlar1 ileten gevresel yollar olduk¢a ayrilmistir. Nosiseptif,
termoseptif ve pruritoseptif uyaranlari ileten miyelinsiz C-nosiseptorler ve hafif
miyelinli Ad afferentleri dorsal boynuzun lamina I/II'sine projeksiyonlar1 vardir,
proprioseptif bilgi tasiyan genis ¢capli hizli ileten ndronlar ise orta ve ventral tarafta
bulunan omurilikteki ndronlart inerve eder. Bu baglamda son yapilan caligmalar
iletilen benzer tipte duyu bilgisinin hassashigi dogrultusunda farkli sekillerde
tasindigin1 gostermektedir (44). Dorsal omurilikte hafif dokunusu algilamada énemli
bir role sahip olan belirli bir ndron sinifi ablasyon ile baskilandiginda farelerin hafif
dokunusa gosterdigi davranigsal tepkilerin 6nemli 6l¢lide azaldigi, ancak zararli veya

kasintilt uyaranlara tepki vermeye devam ettikleri gosterilmistir (44).
4.4.2. Duyusal verilerin periferik sinir sistemi ile aktarim mekanizmasi

Duyusal deneyim, birincil afferent liflerin periferik terminallerinin sayisiz
uyarana yanit verdigi ve bu bilgiyi, bu liflerin merkezi uclarinin sona erdigi omuriligin
dorsal boynuzuna ¢evirdigi periferde baslar. Periferik sinir sisteminde AP lifleri, Ad
lifleri ve C lifleri olmak iizere {i¢ ana duyusal lif tiirii vardir (Sekil 4.3). Her birinin,
farkli tiirde duyusal bilgilere yanit vermelerine ve iletmelerine izin veren farkl
ozellikleri vardir. AB-liflerinin ¢aplar1 genistir ve yiiksek oranda miyelinlidir, bu
nedenle aksiyon potansiyellerini periferden merkezi terminallerine hizla iletmelerine
olanak tanir. Bu liflerin aktivasyon esikleri diisliktiir ve hafif dokunusa dahi tepki
vererek dokunsal bilgilerin iletilmesinden sorumludurlar. Ad liflerinin ¢ap1 daha
kiigiiktiir ve ince miyelinlidir, bu da Ad liflerini Ab liflerinden daha yavas iletken
ozellikte yapar. Ayrica bu lifler daha yiiksek aktivasyon esiklerine sahiptir. Hem
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termal hem de mekanik uyaranlara yanit verirler. C lifleri, birincil afferentlerin nedenle
en yavas iletkenlige sahip, miyelinsiz en kiigiik tiiriidiir. Aktivasyonun baglamasi i¢in
cok yiiksek esiklere sahiptirler ve bu nedenle segici olarak nosiseptif veya 'aci verici'
uyaranlari tespit ederler. Biitiinsel olarak ele alindiginda, hem Ad- hem de C lifleri,
mekanik, termal veya kimyasal olabilen zararli uyaranlara yanit veren nosiseptorler
veya 'agri lifleri' olarak adlandirilabilir. Birincil afferent lifler (AB-, Ad- ve C-lifleri)
impulslart periferden AKG yoluyla omuriligin dorsal boynuzuna iletir. Nosiseptif
spesifik (NS) hiicreler esas olarak yiizeysel dorsal boynuzda (lamina I-IT) bulunurken,
cogu genis dinamik araliga sahip hiicreler (wide dynamic ranges ,WDR) daha derinde
(lamina V) bulunur. Lamina I'den gelen projeksiyon noronlari, parabrakiyal alan
(parabrachial area, PB) ve periakuaduktal gri (periaqueductal grey, PAG) gibi alanlar1
inerve eder ve bu tiir yollar limbik alanlardan etkilenir. Buradan, rostral ventromedial
medulla (rostral ventromedial medulla, RVM) gibi beyin sap1 ¢ekirdeklerinden inen
yollar (sar1 oklar) aktive edilir ve spinal islemeyi modiile eder. Lamina V néronlari
esas olarak talamusa (spinotalamik yol) projeksiyonu vardir ve buradan "agri
matrisini" olusturan ¢esitli kortikal bolgeler (birincil ve ikincil somatosensoriyel,

insular, anterior singulat ve prefrontal korteksler) aktive edilir (1) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Periferden beyne giden agr1 yollari. Nosiseptif spesifik (NS), genis dinamik
aralik (wide dynamic ranges ,WDR), rostral ventromedial medulla (rostral
ventromedial medulla, RVM), parabrakiyal alan (parabrachial area, PB) ve
periakuaduktal gri (periaqueductal grey, PAG) (1).

4.5. Organ ozelinde spinal afferent calismalar:

Ozellikle i¢ organlara ait afferent sinirlerin ¢alisilmasi vagal sinir {izerinde
yogunlagmis olsa da AKG kokenli afferentler iizerinde de c¢aligmalar giderek
artmaktadir. Primer duyu noronlarinin genetik olarak alt gruplarinin tanimlanmasi,
organ inervasyonlarinin gosterilmesi ve fonksiyonlarinin tanimlanmasi icin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Ozellikle isaretlemede yaygin olarak gegmiste giimiis
isaretleme, horseradish peroxidase dye (HRP) gibi yontemler kullaniliyorken
glinlimiizde anterograde veya retrograde boyalar ve viriislerin spesifik enjeksiyonlari
afferentlerin takip edilebilirligini saglamaktadir. Duyu ndronlarmin  AKG
govdelerindeki alt gruplarinin  Ozellikle derideki sonlanmalari yogun olarak

calisilmistir (4,45,46). Mekanik uyaranlara, 1siya, sicaklia, kasintiya, oksama tarzi
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dokunmaya yanit olusturan AKG noéronlart ayristirilmis ve detaylandirilmigtir.
Ozellikle bu alt tip ndronlarin molekiiler olarak gen ekspresyonu o6zelindeki
farkliliklart tanimlanmustir. Ornegin, Mrgprd™ ve MrgprB4" afferentlerin deri
yiizeyinden aldiklar1 bilginin tipi ve yanitint GCaMP virlisii enjekte edilmis cre
transgenik hatlarinda ¢esitli davranig deneyleri uygulayarak anlamaya caligsmislardir

(4,46-48).

Arterlerde basincin diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmanin anlasilmasi
icin vaskiiler tonusu diizenleyen spinal gangliyonlarda bulunan hiicre govdeleri Chiara
Morelli ve grubu tarafindan gosterilmistir. TrkC::ChR2-YFP ikili transgenik hattinda
yapilan lokal uyarim ile damar ¢apiin ve kan akisinin azaldigi, sistemik aktivasyon
sempatik sinir sistemi yoluyla sistolik kan basinci ve kalp hiz1 degiskenligini arttirdigi
gosterilmistir (49). Noronlarin kemogenetik inaktivasyonu veya ablasyonu, sistolik
kan basincinda bir azalmaya, artan kalp hiz1 degigkenligine ve nihayetinde 48 saat
icinde dliime yol acan lokal kan akisindaki degiskenligi baglatmaktadir. Bu nedenle,
TrkC/Tirozin hidroksilaz pozitif duyu noéronlari, otonom sinir sistemi yoluyla
kardiyovaskiiler homeostazi koruyan duyusal bir geri besleme mekanizmasmin bir

parcgasini olusturdugu savunulmaktadir (49).

Organ oOzelinde yapilan bir diger ¢alisma ise kalbe enjekte edilen retrograd
adeno-iligkili virlisiin (rAAV2-retro), vagus siniri, NG ve beyin sapinda bulunan
afferent noron govdelerinde, opsin raportdr ekspresyonu (ChR2) gdsterilmistir (33).
Vagal stimulasyonun kalp atim hizina olan etkileri elektrokardiyogram ile alinan
Olgtimlerle gosterilmistir. Benzer sekilde bu uyariya solunum hizindaki degiskenler de
incelenebilmektedir. Ozellikle sadece solunumu etkileyip kalbi etkilemeyen ya da tam
tersi durumu inceleyen caligmalar icin calisilan organdan spesifik olarak retrograd
virlis enjeksiyonu ya da tam tersi organa 0Ozgli proteini aktiflestirecek viriis
enjeksiyonunun NG iizerinden yapilip hedef organlar iizerinde goriintileme ve

fonksiyon analizleri yapilabilmektedir (33).
4.7. Kardiyovaskiiler Sistem

Kalp, gebeligin iiclincii haftasinin sonlarinda atmaya baglar ve olime kadar

araliksiz olarak devam eder. Araliksiz calismasi ve kan pompalama gorevi nedeni ile
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oksijen ve besin maddeleri ihtiyaci yiiksek olan kalbin etkili bir damar sistemine veya
kan kaynagina sahip olmas1 dnemlidir. Bu nedenle kalbi besleyen arterler 6nem arz
etmektedir. Kalbe arteriyel kan sag ve sol koroner arterler tarafindan saglanir (50). Sol
koroner arter sol on inen arter ve sol sirkumfleks arter (circumflex artery veya kisaca
Cx) olarak ikiye ayrilir. Kalp gevseme (diyastol) ve kasilmis durum (sistol) arasinda
gidip geldigi i¢in, miyokardiyumdan kan akis1 yalmizca diyastol sirasinda
gerceklesebilmektedir (51). Pulmoner ve sistemik dolagim yoluyla yeterli kan akisini
saglamak i¢in miyokardin kasilmasi koordine edilmelidir (51). Bu da, intrinsik ve

ekstrinsik elektrik mekanizmalariyla saglanir.
4.7.1 Kalp Kasmnin Kasilma Mekanizmasi

Kalp kast iic doku katmanindan olusur: perikard, miyokard ve endokard.
Perikard veya perikardiyal kese, kalbi ¢evreleyen ¢ift katmanli, kalbi mediastinal
bosluga diyaframin alt kismindan sabitleyerek asir1 gerilmesini Onleyen kapali bir
kesedir (50). Miyokard, viicuda kan pompalamaktan sorumlu kalp kasindan olusan
giiclii, kalbin orta tabakasidir. Kalp kasi hiicreleri, ugtan uca bagl olmanin yani sira,
bitisik hiicrelere interkalar diskler olarak bilinen temas noktalarinda baglanir ve
hiicreler arasindaki temas alanini arttirir. Her interkalar disk aksiyon potansiyellerinin
hiicreler arasinda kolayca ge¢mesine izin veren diislik elektrik direncine sahip birgok
bosluk baglantisi (gap junction) bulunmaktadir (50). Kalp kas1 hiicrelerinin bu dizilimi
sayesinde sinsityum (birlesmis hiicreler) olarak bilinen ve kalp kas1 hiicrelerinin tek
bir birim olarak hareket etmesini saglayan kulak¢iklarin ve karinciklarin koordineli
kasilmasi gergeklesir. Endokard ise kalbin en i¢ tabakasidir. Kalbi ve kan damarlarini
kaplayan epitel hiicrelerinden olusur. Bu piiriizsiiz i¢ astar, kardiyovaskiiler sistem
boyunca kan akisina yardimer olur. Endotel kivrimlari, kalpten kan akigini kontrol

eden valfleri olusturur (50).

Kalbin atimini saglayan kasilma sinyali kalbin sag iist atriyumunda bulunan
ozellesmis sinir lifleri olan ve dogal kalp pili olarak da bilinen sinatrial diigiim (SA)
tarafindan bagslatilmaktadir (52). Saglikli bir kalpte SA diigiimii dogal bir pildir
(pacemaker) ve kasilmaya sebep olan elektriksel impulslar1 kontrol eder. SA diigiim
kalp ritmini, iletim hizini, miyokardiyal kasilmayi1 ve rahatlamayi kontrol eden

parasempatik ve sempatik sinirler ile donatilmistir (6,53). Kalbe sinyal getiren ve
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kalpten sinyali goétiiren sinir yollar1 ¢esitli hayvan modellerinde ve insanda
tanimlanmistir. Bunlardan sempatik ve parasempatik sinirler otonom sinir sisteminin
bir pargast olup ve merkezi sinir sisteminden kardiyak dokuya uyari getiren
ndronlardir (6,7,53). Kardiyak otonom sinir sisteminin sempatik ve parasempatik
dallari, esas olarak pacemaker dokusu iizerindeki etkileri yoluyla kalp atis hizin1 ve
iletim hizin1 modiile etmek i¢in karsilikli bir sekilde ¢aligirlar (54). Kalp hiz1 kontrolii
icin, pacemaker bdlgelerinde postganglionik kardiyak parasempatik ve sempatik
aksonlarin fiziksel yakinligi, norepinefrin saliniminin asetilkolin inhibisyonu yoluyla
akso-aksonal sinapslarin olusumuna ve fonksiyonun karsilikli modiilasyonuna veya
tam tersi baskilanmasina izin verir (54). Buna ek olarak, sempatik sinirler atriyal ve
ventrikiiler kardiyomiyositleri inerve ederek kasilma ve gevseme kuvvetini
etkilemektedir (55,56). Duyu ndronlart ise beyne kalpte olusan duyu bilgisini (aci,
basing ve gerilme) tasiyan ‘geri gotiirlicii’ ndronlardir (1). Kalpten duyu bilgisini
tastyan noronlar AKG veya NG’ye yonelirler. Afferentlerin tasidigi duyusal bilginin

molekiiler ve fonksiyonel karakterizasyonu net olarak bilinmemektedir.
4.7.2 Kardiyak aksiyon potansiyeli

Kardiyomiyositler uyarilabilir hiicrelerdir ve bir uyartya yanit olarak, kasilma
yanitiyla iligkili bir AP olusturabilirler. Bir AP, iyonlarin membrandan ¢ift tarafh
diflizyonu ile iiretilen birka¢ iyon akiminin elektrokimyasal degisiklik olusturdugu
membran potansiyelinde tersinir bir degisikligin sonucunda olusur. Atriyal ve
ventrikiiler kas hiicrelerinin ve His-Purkinje sisteminden gelen hiicrelerin dinlenme
membran potansiyeli ~-85 mV'dir. Membran potansiyeli esik potansiyelini (~ -65 mV)
astiginda bir depolarize edici uyarmnin ardindan bir AP iiretilir. Boylece, hiicresel
depolarizasyon sirasinda dinlenme membran potansiyeli negatif degerlerden (-85 mV)
pozitif degerlere (+20 veya +30 mV'a kadar) hareket eder ve daha sonra repolarizasyon
islemi sirasinda bazal dinlenme membran potansiyeline geri doner (Sekil 4.4).
Kardiyak aksiyon potansiyelinin olusumunda yer alan iyonik akimlar Sekil 4.7.1°de
ve normal aksiyon potansiyelinin 5 asamas1 gosterilmektedir: Faz 4 veya dinlenme
potansiyeli, normal ¢aligan miyokardiyal hiicrelerde ~—85 mV'de stabildir. Faz 0, hizli
depolarizasyon fazidir. Membran potansiyeli pozitif voltaj araligina kayar. Bu agsama,

kardiyak uyarinin hizli yayilmasinin merkezinde yer alir (iletim hizi, 6=1 m/s). Faz 1,
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hizl1 repolarizasyon asamasidir. Bu asama, aksiyon potansiyelinin bir sonraki
asamasinin potansiyelini belirler. Faz 2, hiicreye kalsiyum giris asamasini gosteren
uzun stireli bir plato evresidir. Faz 3 ise, membran potansiyelinin dinlenme degerine

geri dondiigii hizl repolarizasyon fazidir (57).

Kalbin elektriksel aktivitesinin Ol¢iilmesi i¢in elektrokardiyografi (EKG) sistemi
kullanilir ve sonucunda ¢ikan veriye elektrokardiyogram denir. Elektrotlar dogru bir
okuma elde etmek ic¢in diizgiin bir sekilde yerlestirilmelidirler. Okuma, tek bir
hiicrenin aksiyon potansiyelinden ziyade tiim kalp kasinin elektriksel aktivitelerin bir
bilesimidir. EKG’de P dalgasi, SA diigiimiinden AV diiglimiine gelen depolarizasyon
dalgalarinin sonucudur. Kulak¢iklar P dalgast basladiktan 0.1s sonra kasilir. QRS
kompleks ventrikiiler depolarizasyonun sonucudur P dalgasindan 0,15 s sonra goriiliir
ve ardindan ventrikiiler kasilma olusur. Ventrikiiler repolarizasyon sonucu T dalgasi

olusur (57).

EKG
QT ARALIGI
Faz 2
Faz [
INJe ICaL
Faz 3
Faz0 AKSIYON
POTANSIYELI
Faz 4
1o IKr
U
IcaL - i -
Na+ — o= INa Ke . 1K

VENTRIKULER

KARDIYOMIYOSIT

Sekil 4.4 QT araliginin molekiiler ve elektrofizyolojik temeli. INa, sodyum akimi; Ito,
gecici dig akim; ICaL, L-tipi kalsiyum akimi; IKr, gecikmeli dogrultucu potasyum
akiminin hizl bileseni; IKs, gecikmeli dogrultucu potasyum akiminin yavas bileseni;
IK1, i¢e dogrultucu potasyum akimi (58).
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4.8. Kalp ve sinir sistemi iliskisi

Kalp, duyusal, sempatik ve parasempatik liflerle yogun bir sekilde inerve edilir.
Kalpten gelen duyusal girdinin efferent agina entegrasyonu ve etkilesimi yoluyla
kardiyak fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Pompalama islevi i¢in
inervasyon gerekli olmasa da, kalp dis1 (estrakardiyak) ve kalp i¢inde bulunan
(intrakardiyak) sinir diiglimlerindeki (gangliyon) genis bir efferent ve afferent sinir
lifleri ag1, kalp dokusunda kasilma ve uyari iletiminin kontroliine katkida bulunur
(Sekil 4.5) (59). Kardiyak noral inervasyon birden fazla seviyede gerceklesir ve her
seviye, afferent sinir iletimi ile alma ve kalbe giden efferent sinir yolu ile dogrudan
veya dolaylt olarak kontrol etme yetenegine sahiptir (Sekil 4.5). Seviye I,
epikardiyumun yag dokusunda bulunan intrinsik kardiyak gangliyonlari (IKG,
epikardiyal gangliyonlar : EpKG) temsil eder. Seviye II stellat, orta servikal ve torasik
gangliyonlart igerir. Seviye III, spinal afferentler, vagal sinir ve beyin sap1
cekirdeklerini igerir. Seviye IV, korteks ve daha yiliksek merkezleri temsil eder. Her
seviye ayni zamanda sinirsel bilginin paralel islenmesini de gdsterir (Sekil 4.5), (60).
Kalbin parasempatik kontrolii, beyin sap1 i¢indeki vagusun ambeguus ¢ekirdeginden
ve dorsal motor c¢ekirdeginden kaynaklanir. Kalbin sempatik kontrolii rostral
ventromedial medulla, rostral ventrolateral medulla, ponsun A5 alan1 ve

hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginden kdken alir (61).

Noral krestte ortak bir kokene sahip olan otonom kardiyak néronlar islevsel
fenotiplerine dogru olgunlastik¢a belirgin sekilde gelisimsel farklilasmaya ugrarlar.
Progenitor hiicreler, go¢ ve yoOnelim sirasinda noérokimya ve farklilagmalarini
destekleyen parakrin kaynaklardan aldiklar1 sinyallere yanit verirler. Otonomik
aksonlar bu yonelim ve farklilasma dogrultusunda kalp dokusunu inerve etmeye
basladiginda, vaskiiler dokudan gelen norotrofik faktorler, ndronlarin hedeflerine
ulasmadan 6nce doku iizerinde etkin olabilmesi i¢in gerekli olmakla birlikte nihai
olgunlagmay1, sinaptik baglantiy1 ve sag kalimi saglayan norotrofik faktorler kalpten
salinir. Hedeften tiiretilen ndrotrofinlerin gelisimde merkezi bir rolii olmasina ragmen,
alternatif norotrofin kaynaklar1 da inervasyonu modiile edebilir. Ozellikle nerve
growth factor, Brain-Derived Neurotrophic Factor ve neurotrophin 3 gibi faktorler

bunlara 6rnektir.
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Kardiyak inervasyonun Seviyeleri
Seviye VI: Kortex ve
Yiiksek Merkezler
Seviye III: Spinal / Vagal /
Beyinsap1 Cekirdekleri
~ Seviye II: Intratorasik

Ganglia

Sviye I Intrinsik
Kardiyak Ganglia

Kardiyak Efferent

< Kardiyak Afferent
Sinir Iletimi

Sinir Iletimi

Miyokardiyal .
Inervasyon |

Sekil 4.5 Kardiyak ndral kontroliin sematik goriintiisii (60).

4.8.1. Kardiyak otonom sinir sistemi

Kardiyak inervasyonun genel anatomisi birkag yildir aragtirma konusu olmustur.
Memelilerin ve insan kadavralarinin diseksiyonlari, tiirler arasinda miyokardiyal
inervasyonun 6nemli 6l¢iide korundugunu gostermistir. Kalbi inerve eden otonom
sinir sistemi 3 bdliime ayrilmistir: 1) merkezi; ii) intratorasik ekstra kardiyak; ve iii)
intrinsik kardiyak bilesenler. Intratorasik ekstrinsik kalp sinir sistemi, kalp i¢indeki
intrinsik kalp sinir sistemini merkezi sinir sistemine baglar (62). Kardiyak elektriksel
ve mekanik gostergeler iizerinde zit etkiler gosteren parasempatik ve sempatik motor
bilesenlerinden olusur. Kardiyak otonom sinir sistemi beyinden gelen sempatik ve
parasempatik sinirler disinda kendine ait ve birbirleriyle iletisim halinde bulunan IKG
ve ekstrakardiyak intratorasik ganglia merkezlerine sahiptir (24). Kardiyak otonom
sinirleri, kalbe 6zgii kardiyak pleksuslar, gangliyonlar ve pacemaker gibi 6zellesmis
bolgeleri ile etkilesim halindedirler ve bu nedenle bu 6zellesmis bolgeler 6zellikle
komsu sinirlerden nérotransmitter, ndropeptidler ve trofik faktorlerin salinmasina

duyarlidir.

20



4.8.1.1. Sempatik motor noronlar

Sempatik efferent preganglionik néronlar omuriligin intermediolateral hiicre
kolonundan kaynaklanir ve C7-T6 segmentlerinde yer alan superior servikal, orta
servikal, servikotorasik (stellat) gangliyonlar (sempatik zincir) ve mediastinal
gangliyonlardaki  postganglionik  sempatik néronlara projeksiyonu  vardir.
Paravertebral stellat (alt-orta servikal) ganglion (SG) olarak da bilinen postganglionik
kardiyak sempatik noronlarin hiicre goévdelerinin kalpten gelen retrograd olarak
isaretlenmesi ile sempatik sinirlerin cogunun kokeni olarak gosterilmistir (63). Bu
postganglionik noronlar, aksonlart ¢oklu kardiyopulmoner sinirler araciligiyla atriyal
ve ventrikiiler miyokardiyuma ve smirli intrinsik kardiyak adrenerjik ndron
popiilasyonlarma yansitir. Kawashima, insan kadavralarinda yaptigi histolojik
caligmalarda otonom sinirlerin kdkenini ve seyrini mikroskopi kullanarak analiz eden
ve tiirler arasinda {ist ve orta servikal, mediastinal ve stellat gangliyonlarin korunmus
dogasin1 vurgulayan ayrintili bir calisma yayinladi (62). Lokal intrinsik kardiyak sinir
sistemi duyu noron aktivasyonu postganglionik parasempatik ndronlar1 aktive
ederken, sempatik afferentler stellat gangliyonlar ve omurilikten girerler ve soliter
trakt c¢ekirdeginde sonlanirlar (64—66). Bu sistemde sempatik motor noron
cekirdeklerini iceren gangliyonlar kalbin disarisinda ve viicudun toraks bdlgesinde
bulunduklar1 i¢in intratorasik ekstrakardiyak gangliyon olarak isimlendirilmektedir.
Servikotorasik paravertebral zincir icerisinde bulunan bu sempatik gangliyonlardan
cikan fiberler kalbin sag atriyumuna uzanirlar (Sekil 4.6 A). Kalbi inerve eden AKG
kokenli duyu ndronlariin aksonlari ile kalbe giden sempatik lifler omurilik kordonu
icerisinde birbirlerine yaklagirlar. MSS'nin sempatik efferentleri aksonlarini
intratorasik  ekstrakardiyak gangliyonlara uzatirken, MSS'nin parasempatik
efferentleri aksonlarin1 epikardiyal yag dokusunda lokalize olan intrakardiyak
gangliyonlara uzatir (Sekil 4.6) (28,61,67). Kalbin sempatik inervasyonu oncelikle

stellat gangliyonlarin postganglionik sinirleri tarafindan saglanir (28).
4.8.1.2. Parasempatik motor noronlar

Parasempatik sinir sisteminin preganglionik néronlari, medulla oblongata'nin
ambiguus niikleus, dorsal motor nukleusu ve bu iki yap1 arasindaki bolgelerde yer alir.

Vagus siniri ve onun ¢oklu intratorasik kardiyopulmoner dallar1 araciligiyla efferent
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postgangliyonik parasempatik ndronlarin ¢ok sayida IKG’a projeksiyonlar1 vardir
(68). Kardiyak gangliyonlarda bulunan postgangliyonik efferent parasempatik
ndronlar, hem sag hem de sol vagal govdelerden pregangliyonik girdiler alirlar (69).
Bununla birlikte, kalbin parasempatik inervasyonu, epikardiyal yag yastiklarinda
bulunan kolinerjik IKG’lara yansiyan Dorsal motor vagus ¢ekirdegi (DMV) ve
nukleus ambuguus (NA) noronlar tarafindan saglanir (28,61,70). DMV'den kalp
epikardiyumuna veya miyokardiyuma dogrudan inervasyonu gosteren herhangi bir
yayin raporlanmamistir. DMV ve NA noronlar1 dogrudan kalbe yansitmaz, kalbin
supraventrikiiler bolgelerinde yer alan kardiyak gangliyonlarla sinaptik baglantilar
kurar (Sekil 4.6 B) (61,67). Cogunlukla NA’da bulunan ve DMV'de ¢ok az sayida
bulunan néronlarin kalpteki parasempatik gangliyonlarla sinaps yaptig1 gosterilmistir
(71,72). Kopeklerdeki anatomik diseksiyonlar, postgangliyonik vagal ndronlarin sag
pulmoner ven-atriyal birlesim alaninda gangliyon pleksusun igerisinde bulunan
sinoatriyal (SA) diiglime gittigi gosterilmistir. Ayrica AV diigiimi etkileyen
postgangliyonik vagal noéronlar ¢cogunlukla inferior vena kava-inferior sol atriyum
kavsagimin bitisigindeki bolgede gosterilmistir (73). Medulla’dan kdken alan Vagus
sinirinin parasempatik lifleri jugular ve nodoz gangliyon igerisinden gecerek kardiyak
gangliyonlar ile sinaptik baglanti kurarlar (Sekil 4.6 B). Sekilde gosterildigi gibi
Medulla’dan ¢ikip kalbe giden parasempatik lifler, kalpten ¢ikan vagal duyularin hiicre
govdelerinin bulundugu NG’den gecerek kalbe ulasirlar. Literatiire dayanarak,
merkezi sinir sistemindeki kalbi inerve eden tiim efferent noronlar kardiyak
gangliyonlara projekte olmaktadirlar. (61,70). Boylece, beyin sapinda lokalize olan

otonom ¢ekirdeklerden kalbe direkt inervasyon yoktur.
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Sekil 4.6 Kalp-sinir sistemi etkilesimi A. Kalbin sempatik inervasyonu ve kalpten
gelen AKG noronlart ile omurilik kordonu igerisindeki yolaklar. B. Medulla’dan kalbe
inen parasempatik lifler ve kalpten ¢ikan vagal noéronlarin NG’deki fiziksel
konumlarmin gosterim.

4.8.2. Kalbi inerve eden afferent lifler

Afferent sinirler vagal gdvde ve "sempatik" lifler icinde sirasiyla NG ve AKG’ye
gider. Kalp, koroner ve pulmoner arterlerden gelen afferentler, ¢esitli kardiyovaskiiler
refleksleri tetikler. Kardiyak afferentler, sempatik sinir gévdelerinin yoriingesini takip
eden torasik AKG’de hiicre govdeleri olan miyelinsiz afferentleri dorsal boynuza
(6zellikle lamina I) ve omuriligin orta gri maddesine akson gonderir. NG’de ise
NTS'ye girdi saglayan hiicre govdeli miyelinli ve miyelinsiz vagal afferentlere girdiler
saglar. Ventrikiilleri innerve eden miyelinsiz spinal ve vagal afferentler, iskemi veya
adenozin trifosfat, serotonin ve prostanoidler gibi inflamasyon iiriinleri dahil olmak
iizere gii¢lii mekanik veya kimyasal uyaranlarla aktive edilirler (74). igsel kardiyak
sinir sistemi, ekstrakardiyak intratorasik gangliyonlar, omurilik, beyin sap1 ve daha
yiiksek merkezler dahil olmak iizere birden fazla diizeyde afferent bilginin islenmesi,
efferent kardiyomotor (sempatik ve parasempatik) sinyalleri normal ritim ve dolagimi1
stirdiirmek i¢in modiile eden etkilesimli geribildirim dongiileri mekanizmasi saglar.

Afferent sinir lifleri, miyokarddan kritik geri bildirim saglar ve mekanosensor,
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kemosensor olarak gorev alabilirler. Kemosensdr noronlar, hidrojen iyonlari,
potasyum, bradikinin, oksijen radikalleri, adenosin, adenosin trifosfat ve arasidonik
asit (arachidonic acid) metabolitleri dahil olmak {izere ¢esitli uyaranlara yanit verir.
Bu sinir lifleri, IKG’lara, intratorasik gangliyonlara, omuriligin AKG ve NG
(vagosempatik govdenin alt gangliyonlar1) yoluyla beyin sapina bilgi gonderir.
Topografik pozisyon ve farkli duyulari algilamak {izere 6zellesmis AKG noronlarinin
varligi duyusal verinin yeri ve tipinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Benzer sekilde, farkli reseptorlere sahip NG’da bulunan duyu néronlarinin ayri
organlardan duyusal veriyi iletmekle sorumlu olduklar1 raporlanmistir (75). AKG ve
NG noronlari ile taginan duyusal veri, geri bildirim ile kalbin intrinsik veya beyinde
sonlanan otonom sinirlerinin olusturdugu motor komutun diizenlenmesinden ve kalbin
fonksiyonel dengesinin saglanmasindan sorumludur (76). Ancak, 6zellikle AKG duyu
ndronlarmin tagidiklar1 duyusal bilginin molekiiler ve fonksiyonel niteligi net olarak
bilinmemektedir. Literatiirde kalbin merkezi sinir sistemi ile olan iligkisinin
gosterildigi kaynaklarda, kalp-sinir sistemi iliskisinin hiyerarsisinin karmagikligi

gosterilmistir (76).
4.8.2.1. Kalbi inerve eden spinal afferentler

Dorsal kok (spinal) gangliyonlar, birincil duyu ndronlarmin g¢esitli alt
poplilasyonlarini igerir. Bunlar, ventral omurilikteki motor néronlara yansiyan kas
afferent duyu ndronlarmi ve dorsal omurilige yansiyan kutandz afferent duyu
noronlarin igerir. Kutan6z afferent duyu noronlarinin alt smifi i¢inde, diisiik esikli
mekanoseptorler ve yiiksek esikli nosiseptorler olarak daha fazla ¢esitlenme vardir. Bu
ikinci kategori, akut agriya neden olan ¢esitli zararli termal, mekanik veya kimyasal
uyaranlara yanit veren ndronlari igerir (77). Ek olarak, bu tiir nosiseptif noronlar,
inflamatuar yanitlar veya sinir hasari (“ndropatik” agri olarak adlandirilir) ile
baglantili kronik agriya aracilik eder. Kardiyak viseral afferent duyusal liflerinin
omurilikte sonlanan ve g¢ogunlukla epikardiyumda dallanmis olarak yaygin veya
kompakt kapsiillenmemis terminalleri bulunmaktadir. Anatomik caligsmalar, spinal
kardiyak afferent liflerin oncelikle sol ventrikiil kasinin 6n kismini (ventral) inerve
ettigini gdstermistir (78). Ozellikle retrograd ilerleyen boyalar veya HRP ile yapilan

isaretlemelerle kalp ve koroner arterleri inerve eden kardiyak viseral spinal afferent
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liflerin hiicre govdeleri AKG’lerin ¢ogunlukla T2-T6 spinal segmentlerinde yer
alirken ve farkli caligmalarda C8-T9 segmentleri arasindaki genis bir alanda
bulunabilecegi gosterilmistir (12,79,80). Hem kemosensitif nosiseptorler hem de
mekanoreseptorler epikardiyumu inerve eden ¢ogunlukla polimodal afferent liflerin
uyartlmast agriya neden olur, koruyucu refleksleri harekete gecirir ve kalp
fonksiyonunu diizenler (81). Mekanosensitif miyelinli Ad- ve miyelinsiz C-lifleri, kan
basincindaki artiglarin yani sira bradikinine karsi zayif tepkileri de i¢eren diisiik esik
uyarisina hizli bir sekilde yanit verdigi gosterilmistir. Mekanosensitif uclardan alinan
kayaitlar, her kardiyak dongiide diizenli bir aksiyon potansiyeli desarj modeli oldugunu
ve alict alana uygulandiginda ince bir probun veya killarin nazik hareketine giiclii ve
ani bir yanit oldugunu gostermektedir. Buna karsilik, kemosensitif uclar kardiyak
modiilasyon gdstermez ve diizensiz ve seyrek olarak desarj olur. Ilging bir sekilde, her
iki tip lif de bradikinine yanit verebilir; bununla birlikte, prostaglandinlerin, 6zellikle
PGE1'in kalbe uygulanmasiyla yalnizca kemosensitif uglara sahip lifler duyarlilik
gosterir. Bu mekanoreseptorlerin tepkileri zararli esigin altinda oldugundan,
mekanoreseptif sonlanmalarin anjina pektoris ile ilgili oldugu diisliniilmez. Buna
karsilik, kemosensitif lifler, fizyolojik aralifin disindaki uyaranlara yanit verdikleri ve
psodoeffektif kardiyovaskiiler refleksleri uyandirdiklari i¢in nosiseptorler olarak kabul
edilir. Bu nedenle, kemosensitif lifler genellikle mekanik stimiilasyona yanit
vermezler, ancak miyokard iskemi sirasinda algojenik kimyasallarin salinimina

siddetle yanit verirler (82).
4.8.2.1.1 VGLUT? transgenik fare soyu

Vesikiiler glutamat transporter-1 olarak adlandirilan ve beyin-spesifik Na'-
bagimli inorganik fosfat tasiyicist olarak bulunan VGLUT]1 proteini sinaptik veziikiil
membraninda glutamat transporter1 olarak gdrev alir (83). Birka¢ yil sonrasinda
VGLUTTI ile yiiksek homoloji gosteren VGLUT2’nin de kesfedilmesi ile glutamat
reseptorlerinin  rolleri arastirilmaya baglanmistir  (84). VGLUT'larin  agn
mekanizmalarindaki rolii (siklikla viseral olmayan agr ile ilgili olarak) hakkindaki
mevcut bilgilerin cogu, global (DRG'ler, omurilik, beyin sap1 ve beyin) veya kosullu
olarak KO (Knock-out) edilmis transgenik farelerle (DRG ndronlarmin spesifik alt

poplilasyonlarint  hedefleyen) c¢alisilarak  toplanmistir. DRG  ndronlarinda
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VGLUT2'in bol miktarda ekspresyonu ve onun aktif olarak merkezi ve periferik
aksonal tasinmada gorev almasi, sinir ucglarindaki etkileri i¢in sinaptik vezikiiller
tarafindan glutamatin dahil edilmesinde ilgili bir rol oldugunu diistindiiriir. VGLUT]1
ve VGLUT3 gibi diger alt tipler, ifade edildikleri ve VGLUT?2 ile benzer rolleri
paylastiklart belirli néronal alt popiilasyonlar i¢in de dogru olabilir (85). Torasik
segmentlerin bilateral NG ndronlar1 ve C5-T8 segmentindeki AKG'lerin kalbi inerve
eden noral soma barindirdig1 gosterildi (12,33,86—88). Vaskiiler yapilar, eklemler,
gastrointestinal sistem, dalak ve kalp gibi kutandz olmayan hedeflerdeki afferent
sonlanan tipler ve molekiiler 6zellikleri biiytik 6l¢iide bilinmemektedir. AKG'lerin ve
NG'nin birincil duyusal néronlar1 ¢cogunlukla glutamaterjik bir yapiya sahiptir (85).
Vezikiiler glutamat tasiyict tip 2 (VGLUT2), AKG'deki afferent alt tiplerde bol
miktarda ifade edilir (85). VGLUT2-ires-Cre transgenik fareleri, uyarici glutamaterjik
ndron hiicre gdvdelerinde Cre rekombinaz ekspresyonunu genetik olarak
yonlendirmek i¢in Vong ve ekibi tarafindan tasarlandi (89). VGLUT2-ires-Cre
farelerinin karakterizasyonu, NG ve AKG duyu néronlarinin >%99'unun, VGLUT2
ekspresyonu ile iligkili Rosa26 lokusundan Cre'ye bagli raportor genleri eksprese

ettigini gosterdi (13,89,90).
4.8.2.1.1 Mrgprd transgenik fare soyu

Mrgs ad1 verilen Masl ile iliskili 50 GPCR protein ailesinin bir alt kiimesi olan
ve agrili uyaranlar algilayan duyusal ndronlarin belirli alt popiilasyonlarinda ifade
edilen Mrgprd proteini nosiseptif bilginin iletilmesinde gorev almaktadir. 50 tane
farkli ifade kalibi olan Mrgprs ailenin molekiiler cesitliligi farkli nosiseptor
fonksiyonunu ve/veya gelisimini diizenleyebildigi  disiiniilmektedir  (77).
Nosisepsiyonun islenmesinde bolgesel farkliliklarin altinda yatan mekanizmalari
aydinlatmak i¢in, yeni olusturulmus bir Mrgprd“ERT2 fare hattin1 kullanarak viicutta
peptiderjik olmayan nosiseptorlerin farkli bolgelerde fonksiyonlarini belirlemek i¢in
kullanilmistir (45). Fare penge derisinin ve bacaktaki tiiyli, tiiysiiz dokunun Mrgprd®
nosiseptorler tarafindan inerve edildigi Mrgprd“™tRT2 Cre bagimli tdTomato ifade
eden transgenik fare ile tespit edilip bunlarin omurilikteki bolgelerinin farkli oldugu
ve farklt morfolojilerle sonlandig1 tespit edilmistir. Fonksiyonel farklilik olup

olmadig1 ise MrgprdCreERT2; RosaChR2-EYFP ikili transgenik faresi olusturularak
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incelenmistir. Bu bolgesel farklilik, hem omurilik dilimlerinden alinan kayitlarla hem
de davranig deneyleri tarafindan Mrgprd+ nosiseptdrlerinin penge nosiseptif
devrelerinin dis uyaranlara duyarliliindaki bolgesel bir artisla ¢ok iyi korelasyon

gosteren yeni bir somatotopik organizasyon gosterdigi ortaya konmustur (45).
4.8.2.1.2 Pvalb transgenik fare soyu

Dr. Silvia Arber tarafindan gelistirilen Pvalb-Cre knock-in fareler, endojen Pvalb
ekspresyonunu bozmadan beyindeki interndronlar ve AKG’deki afferent duyu
ndronlart gibi parvalbiimin eksprese eden ndronlarda Cre rekombinazi ifade eder. Bu
fareler, ndronal gelisim, farklilasma ve fizyolojinin incelenmesinde faydali olabilir.
Noronlar diginda kas yapisinda da Onemli islevsel fonksiyonlarinin oldugu
Y

bildirilmistir. Cizgili kastaki gevseme hizi, kismen miyoplazmadan Ca™'nin

uzaklagtirilma hizi tarafindan yonetilir. Ca*?> ATPaz SERCA yoluyla sarkoplazmik

+21 +21

retikuluma Ca™'nin geri alinmasi, hem iskelet hem de kalp kasinda Ca™*'nin
uzaklastirilmasinin ana yoludur. Hizli kasilan iskelet kasi, sitozolik Ca*? tamponu olan
parvalbumin (Parv), hizli gevseme saglamak icin ek benzersiz bir mekanizma igerir.
Parv, E-F hand Ca*? baglayici proteinlerin siiper ailesine ait olan, diisiik molekiiler
agirhikli (11.000 kDa), suda yiiksek oranda ¢oziinebilen bir proteindir. Parv, Ca*? ve

Mg ?'nin rekabet ettigi iki bagimsiz metal baglama bolgesine sahiptir (91).
4.8.2.1.3 VGLUTS3 transgenik fare soyu

Hongkui Zeng tarafindan Jaxlab’a bagislanan Slc17a8-ires-Cre-D knockin
fareler, endojen vezikiiler glutamat tasiyict 3 ekspresyonunu bozmadan Vglut3
eksprese eden hiicrelere yonelik Cre rekombinaz ekspresyonuna sahiptir (92). Bu
fareler, glutamaterjik sinaptik vezikiil trafigi ile ilgili fonksiyon kazanimi, kaybi
ve/veya kader haritalamasi iizerinde ¢aligmak i¢in kosullu mutasyonlar olusturmak

icin kullanilabilmektedir.

VGLUT3, glutamaterjik néronlarda goriinmemesi bakimindan VGLUTI1 ve
VGLUT2'den farklidir, esas olarak kaudat-putamenlerin kolinerjik néronlarinin bir alt
poplilasyonunda ve rafe niikleuslarinin serotonerjik ndronlarinda bulunur. Her

VGLUT izoformunun benzersiz dagilimlari, bu tasiyicilar tarafindan modiile edilen

27



glutamaterjik tasima ve iletim sekillerine gore 6zellesmis belirtiler gosterebilir (93).
Farelerde, AKG’deki miyelinsiz diisiik esikli mekanoreseptorler (C-LTMR), bir
vezikiiler glutamat tagiyicisi olan VGLUT3"in ifadesi ve tirozin hidroksilazin (TH)
ifadesi ile isaretlenir (94,95). C-LTMR'lerin TH alt kiimesi, killarin etrafinda
uzunlamasina mizrak seklinde uglar olusturur (95). VGLUT3'ten yoksun farelerin,
iltihaplanma, doku hasari, kimyasallar (kapsaisin) ve sinir hasarinin neden oldugu
mekanik allodinide (zararsiz mekanik uyaranlarla uyarilan agr1) belirgin eksiklikler
gosterdigi ve davranigsal fenotiplere dayanarak, patolojik kosullar altinda mekanik
agriya aracilik etmesi icin C-LTMR 'lerin 6nemli oldugu diisiiniilmiistiir (94). Mekanik
agrilarin taginma sisteminin tanimlanmasinda VGLUT3-cre fareler 6zellikle deri ve

kil kokii sonlanmalart da gosterilmek iizere kullanilmistir (96).
4.8.2.2. Kalbi inerve eden sinir sonlanma tipleri

Kardiyak efferent inervasyonu genis capta ¢alisilmis olmasina ragmen, kalpteki
ve diger i¢ organlardaki afferent sonlanmalari1 ele alan ¢alismalar sinirhi kalmistir
(10,17,19,97). Segici retrograd boyalar ve modifiye AAV viral formlari, spinal sinirler
yoluyla AKG veya vagus siniri yoluyla NG’ye kardiyak afferent hiicre govdelerini
izlemek i¢in kullanilmaktadir (12,86,88). Kalpteki sinir uglarinin ve duyu
reseptorlerinin  siniflandirma ile ilgili yapilan ilk caligmalarda, cesitli hayvan
modellerinde ve insan dokusunda metilen mavisi ve giimiis emdirme yontemleri
kullanilmistir (15). Morfolojik olarak, dallanma tipi u¢ aglari (branching type end-net
meshes) veya cicek benzeri sonlanmalari (flower spray endings) mekanoreseptorler ve
baroreseptorler 6zellikte terminaller olabilecekleri ve aortik arkta (17,19), atriyumda
(16) ve ventrikiiler endokardiyum (15) kismi olarak yer aldiklar1 gosterilmistir.
Periferik organlarda spinal ve vagal afferent sinir uglarmmi segici olarak
gorsellestirmenin bir bagka yolu, floresan haberciler ifade eden transgenik fare soylar1
olusturmaktir (13,17,28). Cigcek benzeri sonlanmalar, dallanma tipi u¢ aglari, serbest
tek akson dallar1 (single axon branches) ve ventrikiillerdeki kalp kasi lifleri ile
hizalanan kas i¢i dizi sinir uclar1 (intramuscular array) gibi farkli sekillerde

sonlanmalar kalbin farkli bolgelerinde gosterilmistir.
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4.8.3. Intrinsik Kalp Gangliyonlar - Epikardiyal Gangliyonlar

Memeli kardiyak gangliyonlar1 (intrinsic cardiac ganglia), atriyal epikardiyum
icinde epikardiyal yag dokusu icerisine gomiilii sekilde, ana kalp damarlarinin
duvarlar1 boyunca kardiyak gangliyonlu pleksusun (ganglionated plexus) iginde farkli
boyutlar ve ayri yerlerde bulunmaktadirlar (Sekil 4.7) (86). Bazt memelilerde ayrica
ventrikiiler duvari iginde de tespit edilmislerdir (59). Intrinsik gangliyonu igeren
kardiyak pleksus, vagal efferent ve afferent noronlar, ekstrinsik adrenerjik ve spinal
duyu noronlar1 dahil olmak iizere bircok kaynak tarafindan inerve edilmektedir.
Uyarict sempatik ve engelleyici parasempatik girdiler arasindaki denge, kalp
fonksiyonunun kontrolii i¢in ¢ok dnemlidir. Kardiyak ganglion ndronlarindan salinan
birincil ndrotransmitter asetilkolindir. Kolin asetiltransferaz (ChAT) ifade eden
intrinsik  kolinerjik noronlar atriyal epikardiyal ganglionlarda bulunur (98).
Postganglionik kolinerjik aksonlar tarafindan salinan asetilkolin, G proteinine bagh
reseptorler araciligiyla asetilkoline duyarli potasyum akimini (IK,ACH) aktive ederek
atriyal, sinuatriyal, AV diiglimii ve His-Purkinje hiicrelerinin membran potansiyelini
dogrudan etkiler. Buna karsilik, aksonlar1 kalbi inerve eden adrenerjik ndronlar, gogiis
boslugunda {ist ve orta servikal, mediastinal ve stellat ganglionlarda bulunur (99).
Yetiskin sicanlarin, kobaylarin ve insanlarin intrinsik kardiyak noéronlarinda
tanimlanmis olan adrenerjik ndronlar, norepinefrin sentezi i¢in gerekli olan tirozin

hidroksilaz (TH) igerir (100).

Immiinokimyasal olarak farkli EpKG ve néronlarm dagilimini inceleyen
caligmalarda, EpKG’ler sekil ve biiyiiklilk bakimindan farklilik gosterir ve cogunlukla
kalp hilusunun vendéz kisminin sinirlarinda, pulmoner ven koéklerinin yakininda
buldugu gosterilmistir (67). EpKG'nin ¢cogu net siirlara sahip oldugundan, ganglion
sayisinin degerlendirilmesi fare kalp preparatlarinda gerceklestirilmis ve boyut olarak
cok degisken olan 11 ile 30 EpKG oldugu tespit edilmistir. En kii¢iikk EpKG sadece 3
noronal soma igerebilirken, en biiyilk EpKG 700 néronu kapsadigi gosterilmis ve
ganglion alaninin ve ndronlarin sayisinin dogrudan karsilikli bagimliligina dayanarak,
faredeki toplam intrinsik kardiyak ndron sayisinin 1082 + 160 oldugu tahmin
edilmistir (67,86).
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A Kardiyak Sinirler
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[F7] Kardiyak Ganglia

Sekil 4.7 Kardiyak ganglion pleksuslar. Kalbin yilizeyinde gangliyonlu pleksuslarin
dagilimin1 gosteren, insan kalbinin postero-inferior (A) ve istten goriiniimiiniin (B)
¢izimi. Ao, aort; IVC, alt vena kava; LA, sol atriyum; SAA, sol atriyal uzanti; LCA,
sol koroner arter; LIPV, sol alt pulmoner ven; LSPV, sol superior pulmoner ven; Pa,
pulmoner arter; RA, sag atriyum; RAA, sag atriyal uzant;; RCA, sag koroner arter;
RIPV, sag alt pulmoner ven; RSPV, sag iist pulmoner ven; SVC, {istiin vena kava (86).

Gangliyonlar cogunlukla CHAT ve TH i¢in immiinoreaktif olan sinir lifleri ile
inerve edildigi gosterilmigsken SP-IR ve CGRP-IR sinir lifleri de fare epikardiyumunda
ve kalp hilumuna bitisik gangliyonlarda da goriintiilendiler. SP-IR ve CGRP-IR sinir
lifleri ince ve genellikle ChAT- ve TH-IR sinir lifleri ile birlikte karisik sinirler ve sinir
demetleri i¢inde olduklar1 gosterildi (67). Siklikla, hem SP- hem de CGRP-IR sinir
lifleri, degisen boyutlardaki kan damarlarinin yakiinda oldugu ve gangliyonlarin
icinde SP- ve CGRP-IR sinir lifleri ¢ok sayida varikoslar igerip ve gangliyonik
hiicrelerle temas halinde olabilecekleri Rysevaite ve grubu tarafindan gosterilmistir
(67). Ote yandan, bircok SP- ve CGRP-IR sinir lifi, herhangi bir 6zel sonlanma
olmadan basitce gangliyonlardan gegti. Miyokardiyal sinir ag1 i¢inde, SP- ve CGRP-
IR sinir lifleri, kolinerjik ve adrenerjik liflerden ¢ok daha az olmalarina ragmen ortak

miyokardiyal sinir demetleri i¢inde ortaklasa ilerledikleri gdsterilmistir (67).

30



Intrinsik kardiyak sinir sistemi periferik otonom sinir sistemi ve Kkalp
etkilesimlerinde gorev alarak mevcut otonom sisteme ek olarak kalp homeostazinda
gorev almaktadir. Sag atriyal gangliyonlu pleksusun ablasyonu vagal bradikardiyi
azaltirken sempatik fonksiyonun vagal inhibisyonunu korudugu gdosterilmistir (73).
Memeli kardiyak gangliyondaki noéronlarin ¢ogunlugu aksonlarmi gangliyonun
otesine iletmeyen lokal devre olusturdugu gésterilmistir. Ozellikle periferal otonomik
etkilesimlere yonelik arastirmalarda kardiyak gangliyonlar hem saglikli hem de atrial
fibrilasyona neden olan patofizyolojik durum veya miyokard infarktiis durumunda

ozellikle calisilmaktadir (101).
4.8.4. Kiiciik yogun floresan (SIF) hiicreler

Sempatik gangliyon, noral krestten koken alan kiiclik yogun floresan (SIF)
hiicreler ve TH i¢in immiinoreaktif oldugu gosterilen sempatik gangliyonik hiicreler
icerir (102,103). Elektron mikroskopisi, SIF hiicrelerinin ¢ok sayida yogun ¢ekirdekli
vezikiiller icerdigini ve pregangliyonik sempatik sinir terminalleri ile afferent
sinapslar ve postganglionik ndronlarin dendritleri ile efferent sinapslar yaptigini ortaya
koymustur (104). Fizyolojik ¢aligmalar, dopaminin sempatik gangliyon ndronlari
tizerindeki asetilkolin muskarinik reseptorlerini uyardigin1 géstermesine ragmen SIF

hiicrelerinin ayrintili inervasyon modeli bilinmemektedir (105,106).

Islevleri heniiz tanimlanmamis olmasina ragmen TH i¢in immiinoreaktif olan
ndronlar bir ¢ok farkli hayvan modelinde tespit edilmislerdir (67,107). Yogun floresan
hiicreler TH-IR sergilemekle birlikte gangliyon i¢erisinde veya pulmener ven lizerinde
bulunan diger TH-IR sinir hiicrelerinden daha kiiciik boyutta olduklar1 gosterilmistir
(67). Bir ¢ok yayinda bu hiicreler ¢cok giigliit TH-IR sergileyen 3-8 hiicrelik kiiglik
kiimeler halinde gruplanmis ve biiylik gangliyonlar i¢inde veya ayr1 ayr atriyal ve
ventrikiiler duvarlarda konumlanmis olarak gdsterilmislerdir (67,107). Genellikle, SIF
hiicreleri pulmoner venlerin koklerine yakin sol atriyumda ve sol koroner arterin
govdesinde daha sikti. Noronal somata (NS) ve kii¢iik yogun floresan (SIF) hiicreler
tavsan ventrikiillerinde, konus arteriyozus (‘subpulmoner infundibulum' olarak da
bilinir) iizerindeki epikardiyumda ve pulmoner gévde kokiinlin ayriminda istisnai
olarak intrinsik néronlar tantimlanmistir (107). SIF hiicre gruplari, pulmoner gévdenin

kokiindeki gangliyonlarin i¢inde veya yakininda tanimlandi.
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Takaki ve calisma arkadaslarinin yaptiklart detayli calismada superior servikal
gangliyondaki SIF hiicreleri, pregangliyonik lifler ve glossofaringeal duyusal sinir
uclart (glossopharyngeal sensory nerve endings) tarafindan inerve edildigini ve ii¢
tipte siniflandirilabilecegini gostermislerdir (Sekil 4.8). Calismanin sonucuna gore, bu
hiicreler, internéron roliine ek olarak duyusal islevlere de sahip olabilir ve sempatik

sinirlerin iglevlerini diizenleyebilir (108).

Tip 1 Tip2

Petrosal ganglion hiicreleri

(P2X3 pozitif)

Preganglionik hiicreler W
(VACAT pozitif)

SIF hiicreleri @ @
(TH pozitif) @
poziti @

Postganglionik hiicreler
(DBH pozitif)

Sekil 4.8 Inervasyonlarma goére smiflandirilan ii¢ tip SIF hiicresi. Yalnizca
preganglionik terminalleri olan Tip 1 SIF hiicreleri. Yalnizca glossofaringeal duyusal
sinir uclaria sahip tip 2 SIF hiicreleri. Hem duyusal sinir u¢lar1 hem de pregangliyonik
akson terminalleri olan Tip 3 SIF hiicreleri sematize edilmistir (108).

4.8.5. Kalp kasinda bulunan ve kalbin isleyisine katkida bulunan diger hiicreler
Kalp homeostazi bir¢ok ¢ok hiicreli "devrenin" aktivitesine dayandigindan, her hiicre
tipinin lokalizasyon ve miyokardiyal etkilesimlere gore bireysel roliinlin ince bir
sekilde belirlenmesi i¢in ndrobiyoloji gibi optogenetik caligmalardan yararlanmigtir.
Miyokard, uyarilabilir (iletim sistemi hiicreleri, efferent, intrinsik ve afferent
noronlar), iletken (yani, fibroblastlar, yerlesik olan inflamatuar hiicreler, telosit ve
perisitler) ve uyarilabilir olmayan hiicreler de (yani, vaskiiler hiicreler) dahil olmak
iizere farkli yapisal ve islevsel birbirine bagl hiicre tiplerinden olusan karmasik bir

agdir (Sekil 4.9) (109).
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Sekil 4.9 Miyokardin ¢ok hiicreli yapis1 (109).

4.8.5.1 Telositler

Telositler (TC'ler), uzun, ince ve moniliform olan telopodlar olarak bilinen belirli bir
uzanti tlirliniin varlig ile karakterize edilen tartismali bir hiicre tipidir. TC'lerin en
belirgin morfolojik 6zellikleri, géze carpmayan kiiciik, ig seklinde, yildiz seklinde,
licgen veya oval hiicre gévdesi ve ¢ok uzun, ancak ince uzantilara sahiptir (telopodlar)
Farkli morflolojik 6zelliklere sahip olugu TC'lerin yaygin 151k mikroskobu tekniklerini
kullanarak calismasini zorlastirir (110). Telopodlarin sayisi, 1-5 arasinda degisirken
uzunluklar1 da 10 ila 1000 pm arasinda oldukga degisken olabilmekte, kalinliklar1 ise
0,1 1ila 0,5 um arasinda degismektedir (110). Bir ¢ok arastirmaci bu hiicrelerin varligini
farkli organ ve dokularda karakterize etmeye ¢alismaktadirlar (111-115). "Telositler"
terimi, daha o6nce "interstisyel Cajal benzeri hiicreler" (ICLC'ler) olarak tanimlanan
hiicreleri tanimlamak i¢in 2010'da Popescu tarafindan 6nerildi (116). Bu tiir hiicrelerin
kok hiicre niglerinde bulundugu ve telopodlar olarak bilinen uzun, ince ve moniliform
uzantilartyla ayirt edilebildigi saptanmistir (113,117). Bununla birlikte, birkag
arastirmaci, TC'lerin aslinda belirli bir hiicre tipi olmadigin1 daha ¢ok tuhaf bir hiicre
morfolojisi olan hiicreler oldugunu 6ne siiren kanitlar sunmustur (113,115,118,119).

Kardiyak TC'ler onceki c¢aligmalarda CD34, CD117/c-kit, PDGFRa, PDGFR§},
vimentin, nanog ve kok hiicre antijeni-1 olan sca-1 gibi ¢esitli belirteclerin pozitif
ekspresyonu ile ayirt edilmistir. TC'lerin saptanmasi i¢in yararli oldugu diisiiniilen baz1
belirtecglerin (6rnegin, vimentin, PDGFRa ve PDGFRp) ayrica kalpte yerlesik olan
perisitlerde de ifade edilmektedir (120,121). CD34, vimentin ve c-kit'in ifadesi endotel

hiicrelerde de gosterilmistir (122). Biitiin bu ¢alismalar ele alindiginda TC, perisit ve
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endotel hiicreler arasinda ayrim yapabilen hicbir belirte¢ tanimlanmamistir.
Miyokardiyal TC'ler uzun telopodlarin1 miyokardiyal interstisyumun farkli bilesenleri
ve en Onemlisi kardiyomiyositlerle temas kurmak i¢in kullanirlar. Elektron
mikroskobu ile yapilan g¢ekimlerde epikardiyumda, kok hiicre nislerinde bulunan
TC'ler kardiyak progenitor hiicrelerini desteklemekle gorevli olarak tanimlanmislardir

(123).

Sekil 4.10 Uzun sitoplazmik projeksiyonlara (telopodlar) sahip bir telositin (TC) tipik
morfolojisi (110).

4.8.5.2 Perisitler

Perivaskiiler mezankimal hiicreler, diger adiyla perisitler, ancak kalp yeniden
sekillenmesindeki islevleri henliz tam olarak bilinmemekle birlikte, temel
kardiyovaskiiler literatiirde nispeten az ilgi uyandirmalarina ragmen, kalpte bulunan
en yaygmn ikinci hiicre tipidir (124). Son ¢alismalar, kardiyak perisitlerin
kardiyomiyogeneze katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (125). Perisitlerin
homojen bir popiilasyonu temsil edip etmedigi, koroner diiz kas hiicrelerinin kdkeni
olup olmadig arastirilmaktadir (126). Yayilmis kardiyak perisit dizilerinin, genellikle
anjiyojenik filizlere rehberlik eden 6zellesmis endotelyal ug¢ hiicrelerinin roliinii
iistlendigine dikkat edilmelidir (124). Ayrica, perisitlerin in vivo mikrovaskiiler
yapilari destekledigi gosterilmistir (125). Perisitlerin telositlerden farkli olarak telopod

benzeri uzantilar1 olmamakla birlikte iki boyutlu mikroskobik ¢ekimlerde yanlis
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degerlendirmelere sebep olabilmektedir. Bu nedenle perisitler ve TC'ler arasindaki

karigikliktan dikkatli bir sekilde kagiilmalidir.
4.9 islevsel Kalp Cahsmalarinda Optogenetik Uygulamalar

Optogenetik, 1s18a duyarli proteinleri eksprese eden genetigi degistirilmis
hiicrelerde genetik miihendisligi ve 151k uygulamasinin bir kombinasyonu ile biyolojik
davranigi kontrol etmek icin gelistirilen yeni bir stratejidir. Elektrot tabanli teknikleri
kullanan vagus sinir stimiilasyonu (VSS) miidahaleleri, ¢ok sayida hastaligin
tedavisinde klinik etkinlik gostermistir. VSS epileptik nobetler ve depresyon tedavisi
icin klinik olarak onaylanmistir (127,128). Crohn hastali§i ve romatoid artrit gibi
inflamatuar bozukluklarin yani sira hipertansiyon ve obezite gibi hastaliklarda yapilan
klinik ¢aligmalar VSS uygulamasinin tedavide fayda sagladigini1 gostermektedir (129).
Kalp i¢in, klinik ¢aligmalar atriyal aritmileri ve kalp yetmezligini tedavi etmede
terapotik potansiyele isaret ederken, klinik 6ncesi veriler vagal stimiilasyonun intrinsik
ve duyusal ndron yeniden sekillenmesini ve kardiyak hipertrofisini azaltarak basing ve
iskemi modellerinde kardiyoprotektif etkileri oldugunu gostermektedir (130). Bununla
birlikte, VSS'nin fonksiyonel etkilerinin altinda yatan lif tiirleri ve mekanizmalar1 ya
bilinmemektedir ya da tam olarak anlagilamamigtir. Vagus siniri tarafindan inerve
edilen organlarin ¢esitliligi ve elektrot stimiilasyonunun segici olmamasi nedeniyle,
klinikte uygulanan terapiler i¢in hedef dis1 birgok lif uyarilir. Mevcut periferik sinir
tedavilerinin altinda yatan sinirli mekanik anlayis ve kesin olmayan stimiilasyon, daha
fazla secicilik ve 6zgiilliige sahip araclara olan ihtiyaci vurgulamaktadir. Ozgiil uyar
yapabilmek i¢in potansiyel bir yol, elektriksel uyarinin alternatifi olarak optogenetik
araclar kullanan optik aracili miidahaledir. Bu tiir tekniklerle, hiicre tipi spesifik

hedefleme ile sinir yollarinin 1s1kla etkinlestirilmesi veya baskilanmas1 miimkiindiir.
4.9.1. Optogenetik uyar1 sisteminin genetik alt yapisi ve calisma mekanizmasi

Organ diizeyinde yardimci olan optik haritalamanin aksine, optogenetik,
hiicresel diizeyde miyokardiyal inervasyon hakkinda islevsel bilgiler saglar.
Optogenetik yontemler, noral popiilasyonlar gibi spesifik hiicre tiplerini in vivo olarak
aktive etmek veya inhibe etmek i¢in opsin ad1 verilen 1s1kla aktive olan iyon kanallarini

kullanir, benzeri goriilmemis ayrintilarda uzaysal-zamansal ¢oziiniirliik saglar ve yapi-
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fonksiyon c¢aligmasina izin verir (131). Optogenetik, segilen ndronlarda ndronal
aktivasyon veya inhibisyon saglamak i¢in optik ve genetigi birlestiren giiclii bir
ndromodiilator teknolojidir (132,133). Optogenetigin gelisimi, 2000'li yillarin
baglarindan ortalarina kadar 1s1k kapili iyonik kanallar gibi davranan mikrobiyal
opsinlerin (Channelrhodopsins) kesfedilmesi ve klonlanmasi ile hiz kazanmistir
(132,134). Optogenetik araglar, memeli ndronlarinda noronal aktiviteyi kontrol
etmede kanal rodopsin (channelrhodopsoin, ChR2) bazli 151k uyariminin giiglii etkisini
gosteren Oncii ¢aligmadan bu yana hizla gelisti (132,134). Gilinlimiizde optogenetik,
sinir devreleri, ndronal fonksiyonlar ve davraniglarla ilgili arastirmalar i¢in hayvan
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel olarak, opsin se¢imi, gen
hedefleme yoOntemleri, ekspresyon seviyeleri, 151k verme yaklagimlari ve uygun
kontroller, optogenetik caligmalar yapilirken dikkate alinmasi gereken baslica
hususlardir. Optogenetik i¢in opsinler, genis mikrobiyal opsin ailesine ait 151k kapili
iyon kanallaridir (133,135,136). Noronal aktivasyon i¢in en yaygin olarak kullanilan
opsinlerden biri olarak, yesil algde tanimlanan ChR2, in vitro ve in vivo noral
stimiilasyonda kullanilan 151k kapili secici olmayan bir katyon kanalidir
(132,134,137,138). ChR2’nin kullanim avantajlarindan ilki, ChR2'nin 1gikla
uyarilmasi, ndronlarda ifade edildiginde biiyiik fotoakimlara ve gii¢lii depolarizasyona
yol acar. Bu, dzellikle in vivo uygulamalar i¢in kritik olan noéronal aktivasyon igin
minimum 151k kullanilabileceginden &nemlidir. Ikincisi ise, ChR2'nin hizl1 aktivasyon
ve gevseme kinetigi nedeniyle, néronal aktivasyon, bir milisaniye dl¢eginde gegici bir
hassasiyetle tekrar tekrar elde edilebilir. Giinlimiizde, gelistirilmis fotoakimlar,
kinetikler, 151k hassasiyeti ve verimliligine sahip ¢ok sayida kanalrodopsin varyanti
mevcuttur. Ozellikle ChR2 ve bunun varyantlari, optogenetikte agik ara en ¢ok
kullanilan opsindir. Esik 1smnimimin mavi 15181yla (~470 nm) uyarildiginda, ChR2
kovalent olarak bagli 1s18a duyarli kromoforu agilir (134). Kanalin agilmasi, aksiyon
potansiyelinin 0 fazinda oldugu gibi, Na" dahil olmak iizere iyonlarin hiicre zarini
geegmesine izin vererek depolarizasyonu baglatir (Sekil 4.10 A B). Bu nedenle, ChR2
eksprese eden hiicreler, aksiyon potansiyelini baglatan ve/veya uzatan mavi 1sikla etkin

bir sekilde uyarilabilir (Sekil 4.10 C).
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Sekil 4.11 Aksiyon potansiyelinin optogenetik kontrolii. A. Kanalrodopsinler gibi
opsinler, 151k aktivasyonunda H*, Na*, K*, Ca?" gibi katyonlar1 ileterek hiicre zarmi
depolarize eder. B. Depolarizasyon ile sinir hiicresinde akson boyunca 15181n etkisi ile
acilan opsinler uyarmin iletilmesini saglar. C. Isik uyarisi ile kardiyak aksiyon
potansiyeli baslatilabilir veya uzatilabilir. A-B; (136) ve C; (139) yaymindan
uyarlanmigtir.

4.9.2. Kalbe inerve afferentlerde optogenetik uygulamalar

Kalp homeostazi bir¢cok ¢ok hiicreli "devrenin" aktivitesine dayandigindan, her
hiicre tipinin lokalizasyon ve miyokardiyal etkilesimlere gore bireysel roliiniin
incelenmesi i¢in optogenetik calismalardan yararlanilmaktadir. Ozellikle, kalbi inerve
eden afferent ve efferent ndronlarin kalp fonksiyonunun fizyolojik kontroliiniin altinda
yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi, aritmi nedenlerinin arastirilmasi ve terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesi ve ¢ift yonlii olarak “beyin-kalp” etkilesiminin anlasilmas1
icin yapilan optogenetik caligmalar bilinmezlikleri aydinlatmada biiyiilk 6nem arz
etmektedir. Kalbin optogenetik tabanli néromodiilasyonu, beyin ve kalp arasindaki
kalp fonksiyonunu etkileyen, merkez, periferik ve kalp intrinsik ndronal aglarina kadar
cok sayida farkli baglantilarinin incelenmesinde kullanilmaktadir (Sekil 4.11) (109).
Merkezi sinir sisteminde bulunan ¢ekirdeklerin kalp fonksiyonu tizerindeki etkilerinin
aragtirtlmasinda optogenetik yaklasimlar kullanilmaktadir. Kalp hiz1 ve kan basinci,
solunum aktivitesi ile ayn1 fazda salindig1 bilinmektedir. Bu salinimlarin bir bileseni,
pre-sempatik ve parasempatik kardiyovaskiiler ndronlarin aktivitesini stiriikleyen
solunum noéronlart ile merkezi olarak iiretilir. Sicanlarda yapilan in vivo ve in situ
optogenetik inhibisyon ve uyarmanin yani sira nronal izlemenin bir kombinasyonunu
kullanarak, inspiratuar ritim liretimi i¢in PreBotzinger Kompleksi (preBotC) ¢ekirdegi
olusturan noronlarmin kardiyovaskiiler aktiviteyi dogrudan modiile ettigi

gosterilmistir  (140). Spesifik olarak, inhibitér preBotC ndronlart kardiyak
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parasempatik noron aktivitesini modiile ederken, uyarici preBotC ndronlart sempatik
vazomotor ndron aktivitesini modiile ederek, solunumla ayn1 fazda kalp hiz1 ve kan
basinct salinimlart olusturdugu gosterilmistir (140). Vagal efferent aktivitenin DMV
izerinden secici stimiilasyonu ile etkili bir kardiyo korumanin oldugu Machhada ve
grubu tarafindan dogrudan gosterilmis (141). Bu ¢calismada, 1s18a duyarl kanal ChiEF
proteinini ifade etmek icin DMV noronlar1 genetik olarak hedeflenmis, saglikli ve
miyokard infarktiis (MI) kaynakl kalp yetmezligi sican modelinde kullanarak DMV
vagal efferent projeksiyonlarinin segici uyarilmasimin sol ventrikiil fonksiyonu
izerindeki etkisi ¢alisilmis (141). MI sonrast DMV noronlarina 1s1k uyarisi verilen ve
verilmeyen farelerde hasar bdlgesi kiyaslandiginda %30 daha kiigiik oldugu
gosterilmig. Bu veriler, DMV'den kaynaklanan vagal efferent aktivitenin
uyarilmasinin, kalp yetmezliginde vagus noron stimiilasyonunun terapdtik yararini
saglamak icin kritik derecede Onemli olabilecegini gostermektedir (141).
Optogenetigin hiicre tipi 6zgiilliigiinden yararlanan Kay'in grubu, kolinerjik ndronlari
hedefleyerek ChR2'ni ifade ettirip, fotoaktivasyonla asetilkolin salinimim
parasempatik ndronlarda indiikleyerek hizli kalp atimimin diistisiine neden oldugunu
gosterdi (142). Aym yil Rajendran ve grubu optogenetigi, doku temizleme ve
fizyolojik 6l¢iimlerle birlestirerek, kalbi inerve eden vagal afferent ve efferent liflerin
daha ytiksek anatomik detaylarini elde etti ve boylece kalp ndronal devrelerinin yliksek
karmagikligin1 yaptiklar1 ¢aligmalarla gosterdi. Kalp atiminin nérojenik kontroliinde
yer alan mekanizmalarin anlagilmasini gelistirdi (28). Kalpte sag stellate gangliyonda
noradrenerjik noronlarin optogenetik olarak uyarilmasi ile sempatik yolak uyarilip
kalp atim hizinda artis oldugu, vagal uyarimda ise duistiigii gosterilmistir (Sekil 4.12)
(28).

Yitksek Merkez
Néromodilasyonu

Vagus Sinir 2
Modiilasyonu

Kardiyak Sempatik 3
Ganglia Modilasyonu

Epikardiyal 4
Neuromodilasyon
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Sekil 4.12 Birden fazla bolgede beyin-kalp ekseninin optogenetik sorgulamasi.
Optogenetik uygulamalarla tanimlanabilen farkli beyin-kalp baglant1 devrelerinin
sematik gosterimi (109).

Optik tekniklerin sundugu hassasiyetteki avantajlar ve klinik ortamda AAV gen
uygulamalarinin artmasiyla birlikte, proksimal sinir yollarinda hedeflenen optik
stimiilasyonu kalbe retrograd AAV enjeksiyonu sonras1 gerceklestirilip islevselligi
denenmistir (33). Fontane ve grubu vagus sinirinin liflerinde proksimal olarak
opsinleri iletmek i¢in ventrikiiler miyokardiyuma retrograd bir AAV (rAAV2-retro)
enjeksiyonu  yaptiktan sonra kalbe 0Ozgli aksonlarm alt  kiimelerinin
fotostimiilasyonunu, servikal vagus sinirine hem tek fotonlu yontemle, hem de iki
fotonlu holografik uyarim kullanilarak uyguladilar (33). Kalp hiz1 ve
elektrokardiyogram (EKG) parametrelerindeki onemli degisiklikler organa 6zgii
uygulama yapilabilirligini gostermistir. Retroviral bir yaklagimla elde edilen vagal
yollarda kalbe 6zgii opsin ekspresyonu, kalbin ndral hedeflemesi ve diger organlarin

genel uyari ile etkilenmemesi agisindan dnemli bir yaklagimdir.
4.10. Miyokardiyal Infarktus

Miyokard infarktiis (MI) kalp krizi olarak bilinen kalbin koroner arterlerinde
kalbe besleyici oksijence zengin kan getiren damarlardaki tikanikliklara bagl gelisen
bir olgudur. Miyokard infarktiisii, reperfiizyonlu veya reperfiizyonsuz miyokard
iskemisinden kaynaklanan yaygin bir major kardiyovaskiiler olaydir ve altta yatan
mekanizmalar1 ve kardiyak yap1 ve fonksiyon iizerindeki sonuglarini daha iyi anlamak
icin temel ve translasyonel arastirmalara ihtiya¢ vardir. Sempatik, parasempatik ve
duyusal sinirler farkli dagilimlara sahiptir ve ¢esitli patofizyolojik durumlarda yeniden
sekillenme ve rejenerasyon gozlenmektedir. MI takiben otonom ve duyusal sinir
sisteminin diizensizligi aritmogenezde ¢ok Onemli bir rol oynar. Kiicliik capli
noronlarin periferik terminalleri, 6zellikle doku iltihab1 kosullarinda bir dizi endojen
kimyasal araci tarafindan uyarilir. Miyokard infarktlis durumunda kalbin miyokard
dokusu ile birlikte endokard ve miyokardi saran ndronlarin da patofizyolojik

durumdan etkilendigi gdsterilmistir (143—145).
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Miyokard enfarktiisii takiben, bir¢ok ¢alisma, iskemik dokudaki sinir liflerinin
hiperinervasyonu veya denervasyonu ile kritik yeniden sekillenmenin kalp
disfonksiyonuna katkida bulundugunu gostermistir (146). Daha onceki ¢aligmalarda
insan kalplerinde aritmilerin ortaya ¢ikmasinda kesintili elektriksel yayilma ve ona
eslik eden noral yeniden sekillenme belirtilmistir (147,148). MI sonrast yarali
miyokardda dejenerasyon, TH eksprese eden efferent sinir liflerinin yeniden
sekillenmesi ve TRPV1 eksprese eden afferent yogunlugunda bir artis bildirilmistir
(149,150). Miyokardiyal ve sempatik noral yeniden sekillenme ¢esitli hayvan
modellerinde (22-24) ve insanlarda (147) iyi tanimlanmis olmasina ragmen,
aritmogeneze etkisinin mekanizmas1 ve duyusal agin MI sonrasi nasil yeniden

sekillendigi belirsizligini korumaktadir.

Miyokardiyal iskeminin gergeklestigi bolgede vagal veya AKG afferentlerinin
varlig1 iskemi sonrasi kalpte meydana gelen atim profilini degistirdigi gosterilmistir.
Kalbin alt (inferiyor) duvarinda daha ¢ok vagal duyu afferentleri yer alip iskemi
sonras1 bredikardi gdzlemlenmisken, anteriyor duvarinda bulunan AKG duyu

afferentlerin bulundugu bolgede iskeminin olusmasi tasikardi ile sonuc¢lanmistir (151).

Fare, si¢an gibi kiiclik hayvan modellerinde ve kopek, domuz gibi biiyiik hayvan
modellerinde MI modeli olusturmak i¢in yiizeysel kuru buz uygulamasi, sivi nitrojen
ile sogutulmus metal uygulamasi gibi bir¢ok yaklasim olmakla beraber, en sik
kullanilan yontem gegici ya da kalict olarak LAD (Left Anterior Descending)
ligasyonudur (152,153). MI modelleri 6zellikle hastalik patolojisine ait siireclerin
degerlendirilmesinde, yeni tedavi  yontemleri  gelistirilmesinde  siklikla

kullanilmaktadir.
4.11. Doku seffaflastirma yontemleri

Uygun floresan isaretleme ile doku berraklastirma teknikleri bir arada
kullanilarak organ veya dokularin 1s1k levha floresan mikroskobu (Light Sheet)
kullanilarak yiiksek ¢Oziintirlikli hacimsel goriintiilemesi sayesinde, bir organi
olusturan hiicrelerin hiicre tipi, sekli, durumu ve dagilimi gibi kapsaml bilgilere
ulasilabilmektedir. Ozellikle, Light Sheet floresan mikroskobu ile birlestirilmis doku

temizleme teknikleri, biyolojik arastirma ve patolojik durumlarda biitiin orgam
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olusturan hiicrelerin detayli arastirilmasinda 6nem kazanmustir (154). Oncelikle global
olarak bir organ1 olusturan hiicrelerin belirlenmesi ve patolojik durumda farkli hiicre
gruplarinin ayri ayr1 veya toplu olarak degerlendirilmesi 6zellikle karmasik sistemlerin
ve hastaliklarin ¢oziimlenmesinde ¢igir agacaktir. Beyin gibi karmasik organlarin
calisilmasinda ndronlarin  aksonlarinin  organ Ozelindeki dallanmalarinin = ve
ozelliklerinin aydinlatilmasinda berraklastirma sonrasi biitiinsel detayli goriintiileme

onem kazanmistir (154).

Hacimsel goriintiilemede seffaf bir organ hazirlamak i¢in hidrofobik, hidrofilik
ve hidrojel bazli doku temizleme yontemleri olmak {izere ii¢ ana yaklasim rapor
edilmistir (154). Bu teknikler kullanim alanlar1 ve kullanilan kimyasallar agisindan
farklilik gostermekle birlikte ortak amag¢ organin yaglardan arindirilarak {i¢ boyutlu

goriintiilenebilir hale getirilmesidir.

Hidrofobik doku temizleme yontemlerinden olan BABB (155), 3DISCO (156),
uDISCO (157), iDISCO (158) birkag giin i¢inde organlarin yliksek seffaflikta olmasini
saglamalarima ragmen tekniklerde kullanilan organik ¢dziiciilerin tehlikeli olmasi ve
ozellikle seffaflastirilan organin boyutunun iglem sonrasi kiigiilmesi bu teknikler i¢in

ozellikle dezavantajdir.

Hidrojel bazli CLARITY gibi yontemler (159) bir hafta gibi kisa siirede
organlarin yiiksek seffaflikta olmalarin1 saglarken tekniksel olarak kullanilan
elektroforez yontemi i¢in 6zel ekipman gerektirmesi agisindan bir¢ok numuneye

uygulanmast zordur.

Scale (160), SeeDB (161) ve CUBIC (162) gibi hidrofilik bazli doku temizleme
teknikleri poli etilen glikol (PEG) kullanilarak Tuchin ve grubu (163) tarafindan
gelistirilen doku temizleme teknikleri baz alinarak gelistirilmislerdir. Hidrofilik
yontemler diger yontemlere kiyasla giivenlik, basitlik, ol¢eklenebilirlik, diisiik
cevresel yiik ve yiliksek seffaflik gibi Ozellikler nedeni ile arastirmalarda bu
yontemlerin  kullanim1  yaygmlasmustir.  Ozellikle tiim organ ve tiim viicut
numunelerinde yiiksek seffaflig1 arttirmak ve islem siiresini kisaltmak i¢in CUBIC

reaktifleri ilk rapor edildiginden beri gelistirilmekte glincellenmektedir (164,165).
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4.12.Cre-loxP rekombinasyon sistemi

Cre (Cre rekombinaz), flipaz (Flp) ve D6'ya 6zgii rekombinaz (Dre) dahil olmak
iizere tirozin bolgesine 6zgli rekombinazlardan (T-SSR'ler) biridir (Meinke ve ark.,
2016). Cre rekombinaz bakteriyofaj P1'in cre (siklizasyon rekombinaz) geninden
iiretilen 38 kDa'lik bir DNA rekombinazi olarak kesfedilmistir (Sternberg ve ark.,
1981). Rekombinaz enzimi LoxP (x-over lokusu, P1) bolgesi olarak adlandirilan
spesifik DNA fragman dizilerini tanir ve iki loxP bolgesi arasinda bulunan DNA
dizilerini keser. LoxP bdlgesi, iki adet 13 bp ters ¢evrilmis palindromik tekrar ve
bunlarin ortasinda bulunan 8 bp ile birlikte toplamda olusan 34 bp'lik bir dizidir (Sekil
4.12).

A B Kosullu mutasyon;
re-loxP sistemi >
/ ¢ \ / Genel ¢aprazlama \
O Cre Rekombinaz (38 kDa) Doku spesifik Cre-
o foxP X “>D*>‘[ o
loxP sekans1 (34bp)
5'-ATAACTTCGTATANNNTANNNTATACGAAGTTAT-3'
v
O @ -
-+
R amindn > Ak e~
=== ——

A N

Sekil 4.13 Cre-loxP sisteminin mekanizmasi. A. Cre-loxP sistemine genel bir bakis.
38 kDa Cre rekombinaz, spesifik olarak loxP’nin 34 bp’lik DNA dizi bolgelerini tanir.
B. Kosullu mutasyon i¢in loxP ve Cre-bagiml fare soyu kullanilarak genel tlireme
stratejisi (166).

Cre-loxP sistemi, memeli gen diizenlemesi i¢in yaygin olarak kullanilan giiglii
bir teknolojidir. Bu sistem, ¢ok basit manipiilasyon ve verimli rekombinasyon i¢in ek
faktorler gerektirmeyen avantajlara sahiptir (166). Cre-loxP sisteminin mekanizmasi
ile ilgili olarak, tek bir Cre rekombinaz, dogrudan tekrarlanan iki loxP bdlgesini tanir,
ardindan Cre, loxP c¢evrili (floxed) DNA'y1 keser, boylece dairesel, kesilmis ve
inaktive edilmis geni tasiyan hiicreler olusturulur. Cre-loxP sistemi agirlikli olarak

genetik eksizyonda (genetic excision) kullanilirken, loxP bolgelerinin oryantasyonu
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ve konumuna bagli olarak DNA'nin iki loxP bolgesi arasinda ters c¢evrilmesini ve
translokasyonunu da indiikler (167). Zamansal olarak kontrol edilen mutant fareleri
olusturmak icin Cre-loxP sisteminde iki elemana ihtiya¢ vardir. Ilk olarak, Cre
rekombinazin spesifik olarak ilgilenilen hiicre veya dokuyu hedefleyen bir promotor
tarafindan eksprese edildigi Cre-bagimli (Cre-driver) soyu iiretilir. Ikinci olarak, fare

soyu igeren loxP-floxed DNA'nin {iretilmesi gerekir.

Genetigi degistirilmis transgenik fare modelleri, fareler ve insanlar arasindaki
genetik ve patofizyolojik benzerlikler nedeniyle organlarin detayli saglikli ve hastalik
durumunda incelenmesi ve Ozellikle henliz aydinlatilmamis doku-organ ndéron
iliskisinin incelenmesi i¢in yaygin olarak tercih edilir. Ozellikle, Cre-loxP sistemi
ilgilenilen genlerin bir doku/hiicre (uzaysal kontrol) ve/veya zamana (zamansal
kontrol) 6zel bir sekilde arastirilmasini saglamistir. Bugiine kadar dokuya 6zgii cesitli
Cre-bagimh fare soylar1 olusturulmustur ve yeni Cre hatlar1 hala gelistirilmektedir
(166,168). Dokuya oOzel fareler olusturmak icin Cre rekombinaz fare soylari, Cre
rekombinazin yalnizca belirli dokularda aktif oldugunu dogrulamak i¢in yesil floresan
protein (GFP) veya kirmizi1 floresan protein (tdTomato) ifade eden Cre bagimli loxP
bolgesi iceren soylarla ¢aprazlanmalidir. Bu ¢apraz sonucunda Cre rekombinaz bir

loxP-flanked STOP dizisini keserek sistemi aktiflestirir (Sekil 4.13, Sekil 4.14).

—‘loxP —@—loxp — GFP
Promoter

loxP>— GFP

e

XN

_—>

Promoter

Sekil 4.14 Cre-loxP sisteminin ¢alisma sistemi (Jax lab)
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1 Generation Cre reporter strain

Nx

e

Sekil 4.15 Dokuya 6zgii transgenik fare iiretiminde cre-loxP sisteminin kullanilmast
(Jax lab).

44



S. MATERYAL METOT

Bu tez caligmasi ile kalbe 6zgii duyu ndronlart transgenik fareler kullanilarak ileri
gorilintiileme teknikleri ile birlikte global olarak haritalandi. Yiiksek ¢oziiniirliikte tiim,
sempatik ve AKG ve NG kokenli duyu noronlarinin saglikli ve MI kalpteki global
goriintiilenmesi karsilagtirmali olarak degerlendirilip saglikli kalplerdin atrium ve
ventrikiillerdeki sonlanma tipleri detayli sekilde goriintilendi. Tim duyu
ndronlarindan kalbe inerve olan spinal kokenli afferentlerin haritalanmasi1 amaciyla g-
RT-PCR teknigi ile AKG de NG ye gore anlamli olarak ifade edilen genlerden 3 tanesi
secilerek temin edilen transgenik hatlarinda dogrulamalar yapilip kalp yiizeyinden
spesifik goriintiilemeler gerceklestirildi. Bununla birlikte spinal ve vagal kokenli
afferentlerin fonksiyon analizleri transgenik ve viral yontem stratejileri uygulanarak

optogenetik yontemle degerlendirildi.

Tez calismasi kapsaminda izlenen basamaklar Sekil 5.1°de grafiksel olarak

Ozetlenmistir.
Spinal Afferentlerin 3B Haritalanmasi Afferentlerin 3B Haritalanmasi
AKG NG Afferent inervasyon ve sonlanmalar

AKG

o[ &

AKG

T

VGLUT2_Cre::tdTomato
Pvalb_Cre::tdTomato

VGLUT3_Cre::tdTomato
Mrgprd_Cre::tdTomato

X
wds
Fonksiyon Analizi \J\ . Myokard infarktus Modeli

AKG
Cc &

8- AKG
03 T &
X
\ o

VGLUT2_Cre::ChR2

VGLUT2_Cre::tdTomato

Sekil 5.1 Tez calismasinin grafiksel 6zeti

5.1. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

Tablo 5.1 Transgenik farelerin genotiplenmesinde kullanilan sarflar
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Sarf malzemeler Firma Kodu
OneTaq® Hot Start Quick-

Load® 2X Master Mix NEB MO488L
Yiikleme boyasi Thermo Fisher | R0631
Quick-Load 2-

Log DNA Ladder NEB N0469
Agaroz jel Multicell 800-015-EG

Tablo 5.2 In vivo operasyonlarda kullanilan alet, sarf ve kimyasallar

Malzeme Ad1 Marka Katalog
Numarasi
Ketasol Richterpharma 3516
Rompun Bayer 430720U
Mikro Cimbiz Aesculap BD333R
Mikro Cimbiz Aesculap BD331R
Mikro Cimbiz Aesculap BD329R
Micro Needle holder Aesculap FD048R
Makas Aesculap FMO10R
Emilebilen dikis ipi 6.0 | Pegelak rapid Q1160
Emilebilen dikis ipi 5.0 | Dogsan S2160
Terramycin Pfizer
Ventilasyon Tiipii Harvard Apparatus 73-0027
Trakeal Kaniil Harvard Apparatus | 73-2830
4-Hydroxytamoxifen Sigma H7904
Di-8-ANNEPPQ Biotium 61014
Tamoxifen Sigma T5648

Tablo 5.3 qRT-PCR isleminde kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar

Sarf malzemeler Firma Kodu
iScript Advanced cDNA Synthesis Kit | iScript 1708891
Universal Syber Green Supermix Sso Advenced | 172-5271
RNase-DNase free steril su Sigma w4502
Eppendorf Tiipleri Axygen I\R/ICT- 150-
Individual PCR Tubes 8-Tube Strip Bio-Rad TLS0801

Tablo 5.4 Immun boyamalarda ve gériintiilemede kullanilan malzemeler

Sarf Malzemeler

Firma

Kodu
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?gglAn)e Serum  Albumin Sigma A9418

DAPI Sigma D9542

Hidrojen Peroksidaz Sigma H1009

Kegi serumu Gibco 16210-064

Paraformaldehit Sigma 158127

Sodyum Azit Sigma S8032

Triton X-100 Sigma X100

Tween-20 Sigma P1379

Fosfat Tamponu (PBS) BioShop PBS404.100

Glycine Sigma G8898

Bloklama tamponu Thermo 37520

g“;ﬁ’i‘(’)iy Diluent - Reagent | | :e. 1echnologies | 3118

Heparin Mustafa ~ Nevzat | Nevparin
Ilag 25.000 TU/ 5 ml

Ultra Saflikta Agaroz Invitrogen 16500-100

DMSO Sigma D2650

Triethanolamine Sigma 108379.1000

Quadrol Sigma 122262

Urea Sigma 108487.1000

Eppendorf Tiipleri Axygen MCT-150-R

15 ml Falkon Falcon 352096

50 ml Falkon Falcon 352070

35 mm Cam Petri WPI FD35-100

Tablo 5.5 Goruintiilemede Kullanilan Antikorlar

Antikor Konak | Firma Diliisyon
anti-RFP Tavsan | Rockland, 600-401-379 1:500
anti-RFP Keci Rockland, 200-101379 1:500
anti-TH Tavsan | Abcam, abl12 1:500
anti-TUJI Tavsan | Abcam, ab18207 1:500
anti-Parvalbumin Fare Sigma-Aldrich, P3088 1:1000
anti- Vglut3 Tavsan nM:Er;Cgleillglfore’ 1:1000
anti-PGP9.5 Fare Abcam, ab8189 1:500
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AL RAOOALEXA | Esek | Thermo, A32790 1:500
?ﬁ%ﬁ?ﬁ%&?A Esek | Thermo, A32795 1:500
AL oA AN | Esek | Thermo, A32814 1:500
E}iﬁ;ﬁ‘r‘l'&iﬁi)amidino'z' Sigma | D9542 1:1000

Tablo 5.6 Bakteri ¢cogaltma ve viriis yapiminda kullanilan malzemeler

Malzeme Ad1 Marka Katalog
Numarasi
Amicon Ultra 15ml 100K MILLIPORE UFC910024
150 mm petri Corning 430599
Optimem Medium Thermo Fisher 31985070
LB Agar Biomatik A8523-500G
LB Broth Biomatik A8523-500G
293AAYV hiicre hatti Cell BioLabs AAV-100
OptiPrep™  Density  Gradient
Medium Sigma-Aldrich DI1556
Benzonase Sigma-Aldrich E8263-25 KU
%0.05 Tripsin/EDTA Gibco 25300054
%0.25 Tripsin/EDTA Gibco 25200056
Jelatin Sigma Aldrich G9391-100g
DPBS (-CaCl,,-MgCl) Gibco 14190-094
DPBS (+CaClz,+ MgClz) Gibco 14040-091
100 mm bakteri petri Sigma Aldrich, Corning | CLS430167
SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen S33102
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
Gel Loading Dye Purple (6X) BioLabs B7024S
Glutamax Gibco 35050-61
MEM NEAA Gibco 11140-050
Na-pyruvate Gibco 11360-070
P/S Sigma Aldrich M3148
Ampisilin (100mg/ml) Multicell 450-110-EL
Plazmid Isolation Kit AMBRD Laboratories | 10-13-01-010
Plastik Oze ISOLAB S.082.01.003.010
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100 mm Bakteri Petrisi Corning CLS430167
15 ml Falkon Falcon 352096

50 ml Falkon Falcon 352070
Cryotube vial Nunc 363401

T75 flask Sigma Aldrich, Corning | 430725U
DMEM High Glucose Thermo Fisher 21969035
Plasmid maxi kit QIAGEN 12162
OptiSeal, Polypropylene Centrifuge | Beckman 361621
tubes (56/cs)

5.2 Cihazlar

Tablo 5.7 Analiz ve goriintiillemede kullanilan cihaz ve yazilimlar

Cihaz/Yazilhm Programi Marka Model
Konfokal mikroskop Zeiss LSM880
Konfokal mikroskop Zeiss LSM800

Axio Zoom Zeiss V.16 mikroskop
Stereo Mikroskop Zeiss Discovery V8
Operasyon mikroskobu Zeiss Zeiss Stemi 305
Vibratom Leica VT1000S
Cryostat Leica CM1950
Mouse Ventilator MiniVent

Type 845 Harvard Apparatus 73-0043

EKG cihazi BIOPAC Systems Inc. MP36
Ultra santrifiij Beckman Ti70 rotor

Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R
Santrifiij Eppendorf 5810R
Elektroforez cihazi BIO-RAD PowerPac
Ger¢ek zamanli PCR Biorad CFX Connect
T100TM Thermal Cycler Biorad 1861096
Spectrometre cihaz BioRAD

pH metre Isolab pH7110
Isitic1 Plaka WPI Hot cold plate
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Tart1 Ohaus Explorer EX124-US

Ultrasonikator Bandelin Sonarex

Vorteks Benchmark Scientific | BV1000

Distile Su Cihazi Millipore ZRQSVP8W
Multipipet GILSON, pipetman FA10009
Calkalayicili su banyosu N-Biotek

Nanodrop Thermo Scientific

Mikrodalga Firin Samsung

Fiji Imagel 2.0.0-rc 69/1.521
Matlab MathWorks R2018a
GraphPad Prism S;ez)hPad Sl Versiyon 8.0

5.3. Fare soylar ve Etik Kurul

Hayvanlar iizerinde yapilan tiim deneyler, Istanbul Medipol Universitesi Hayvan
Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan 38828770-604.01.01-E.10845 onay numarasi
alinmig ve Medipol Aragtirma Merkezi'nin (MEDITAM) hayvan arastirma tesisinde
gerceklestirilmistir. Fare kolonileri, hayvanlarin yiyecek ve suya siirekli erisimi olan
12 saat aydinlik / karanlik dongii odalarinda tutuldu. Tiim deneyler i¢in veriler, 8
haftaliktan bliylik disi / erkek yetiskin farelerden toplanmistir. VGLUT2-Cre
(Slcl7a6™rotovl/ ] #16963) (89) ve Ai9 (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor™d(CAG-tdTomato)Hze
#7909) (92) soylar1 Jackson Laboratuvari'ndan (JAX) elde edildi. VGLUT2 eksprese
eden afferentleri floresan tdTomato proteini ile genetik olarak etiketlemek icin
heterozigot VGLUT2-Cre (JAX, #16963) farelerini homozigot Ai9 (CAG-1ox-STOP-
lox-tdTomato, JAX, #07909) ile ¢aprazladik ve VGLUT2::tdTomato ikili transgenik
fare soylar1 elde edildi. C57BL/6J vahsi tip soylar, kontrol deneylerinde ve koloni
cogaltma amaciyla caprazlama i¢in kullanildi. Cre-negatif yavrular kontrol olarak

kullanildi.

Tiim afferent dallarin AKG ve NG 0Ozelinde ayrigtirilmast ve sadece spinal

kokenli olanlarin ¢aligilabilmesi i¢in kullanilacak yontemlerden biri AKG noronlarinin
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anterograde isaretlenerek kalbe dallanan aksonlarinin takip edilmesi ve
goriintliilenmesi, bir diger yontem ise NG de ifade edilmeyip sadece AKG’de ifade
edilen hedef gen bularak bu genin cre transgenik hatt1 ile yapilacak goriintiileme
caligmalaridir. Bu tez c¢aligmasinda ikinci yontem igin, kalbi inerve eden duyu
noronlarinin  RNA-seq analizi daha oOnce kalbe Di-8-ANEPPQ:1-(3-
Trimethylammoniopropyl)-4-[-[2-(di-n-octylamino)-6naphthyl] vinyl]pyridinium
(Di-8) boyasi verilerek takip edilen AKG ve NG gangliyon hiicreleri hiicre ayristiricist
ile izole edilip RNA elde edilerek gergeklestirilmisti (169). RNA-sekans
(transkriptom) analizinin sonuglar1 incelendiginde tespit edilen gen ifade profillerinin
mRNA diizeylerinin incelenmesi ve dogrulanmast i¢in q-RTPZR yOntemi
kullanilmustir. Ozellikle kalbe dallanan ve genel afferentlerden spinal kdkenli olanlari
ayirt edebilmek i¢in q-RT-PCR analiz sonucuna gore ii¢ adet transgenik fare q-RT-
PCR analizinde transkriptom analizi ile tutarli olarak AKG’de NG’ye oranla anlamli

sekilde yiiksek ifade edildigi gosterildikten sonra secildi (Tablo 5.8).

Tablo 5.8 Transgenik hatlarin genlerinin ekspresyonlarinin kalbe 6zgii AKG’lerde g-
RT-PCR ile dogrulanmasi

DRG_CS1 54 |DRG_CS2|DRG_F_S2 |DRG_F_S1 |DRG_F_S3 |NG_C5_s8 [NG C5_S9 |NG_F S6 |NG_F 57 |symbols |gene_name
ENSMUSGO( 39.88871303| 44.8404| 83.3125628| 52.1235273| 82.6650803 | 3.70788006| 1.04616633 3.47020411  1.80672365 | Mrgprd MAS-related GPR, member D
ENSMUSGOQ 71.17745393| 65.9508| 90.8456508 | 63.9911439| 55.8446862 2.677055( 1.27472673| 2.29637594| 1.4998728|Pvalb parvalbumin

solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic
ENSMUSGOQ 4.543381806| 2.38343| 4.51969664 | 6.60456243 | 8.10479374| 0.10423138) 0.14479099]| 0.02535012 0.17720894SIc17a8 cotransporter), member 8

Tuba Akgiil Caglar’in doktora tez calismasinda kalbe geriye dogru giden
(retrograd) boya olan Di-8 verilerek isaretlenen AKG ve NG’lerden elde edilen
RNA’lar kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. q-RT-PCR sistemine uygun
sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak mRNA seviyelerine bakildi (Tablo 5.9)
(169).

Tablo 5.9 Ticari olarak temin edilen farelerin RNA seviyelerinin dl¢iilmesinde
kullanilan qRT-PCR primer sekanslari

Gen ad1 Forward Reverse
Gapdh GAAGGGCATCTTGGGCTA GCAGCGAACTTTATTGATGGTATT
Mrgprd TTTTCAGTGACATTCCTCGCC | GCACATAGACACAGAAGGGAGA
Pvalb-2 TGTCGATGACAGACGTGCTC TTCTTCAACCCCAATCTTGC
Sicll17a8 GGGATGTGGAGTAAGTGGGC TACTGCACCAATACCCCTGC
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Dogrulama islemleri tamamlandiktan sonra Parvalbumin, Mrgprdtm ve Slc17a8
(Vglut3) genlerine 6zgili Cre-bagimli hatlar bu siiregte Jax Lab’tan temin ettik (Tablo
5.10). Ticari olarak temin edilen transgenik fare soylar1 merkezdeki karantina stireleri
tamamlandiktan sonra genotiplenip kendi aralarinda ¢aprazlanmalarina bu dénemde
baglanmigtir. Yapilan genotiplemede 28534 JAX Lab koduna sahip Slc17a8-ires-Cre-
D transgenik hattina ait iki disinin genotipini vahsi tip olarak belirlendi. Bu nedenle

hattin ¢aprazlamasinda transgenik erkekler ile vahsi tip disiler kullanilmaktadir.

Tablo 5.10 Ticari olarak temin edilen transgenik fareler

Jaxlab kodu Transgenik fare hatti Genotip Adet Yas
17320 Pvalbtm1(cre)Arbr/J Homozygous |2 disi-2 erkek |8 haftalik
31286 Mrgprdtm1.1(cre/ERT2)Wq|Heterozygous |2 disi-2 erkek |8 haftalik
28534 Slc17a8-IRES2-Cre-D Heterozygous |2 disi-2 erkek |8 haftalik

5.4. Transgenik Hatlarin Cogaltilmasi, Caprazlanmasi ve Genotiplenmesi

Bu tez ¢alismasinda duyu ndronlariin kalpteki inervasyonlariin haritalanmasi
icin kullanilmasi planlanan fare soylar ikili caprazlamalar yapilarak elde edilmistir.
Caprazlama i¢in gerekli hatlara ait transgenik hayvan sayisi yeterli olmadigindan ikili
(double) transgenik hat olusturmak i¢in ¢aprazlamada kullanilacak hatlar da ¢ogaltildi.
Duyu néronlarinin haritalanmasinda kullanilacak ikili transgenik soylarin olusturulma
ithtimalini arttirmak i¢in ilk kafeslerden elde edilen ve 8 haftalik olan ikili transgenik
hatlar da ¢aprazlamada kullanildilar. Tez kapsaminda kullanilan transgenik ve ikili-
transgenik (double transgenic) soylar iiretim kafeslerine alinip ¢ogaltildiktan sonra
elde edilen yavrular, bu soylarin temin edildigi ticari kurulus ‘The Jackson
Laboratory’nin (JAX lab) web sitesinde dnerdigi sekilde ve Tablo 5.11°de verilen
primerler ile genotip analizi gerceklestirildi. Bu islem i¢in 4 haftalik yavrularin
kulaklarindan kiigiik bir doku parcas1 forseps ve steril makas yardimi ile alinip kulak
kiipe numarasi yazilan tiip icerisine aktarilir. DNA izolasyonu i¢in JAX lab’ta 6nerilen
NaOH ile izolasyon yontemi esas alindi (JAX lab). Kisaca, yavru farelerden temin
edilen cilt 6rnegine 75 ul 25 mM NaOH/0.2 mM EDTA eklendi ve 98°C yarim saat
inkiibe edildi. Ardindan 75pul 40 mM Tris HCl (pH 5.5) eklenerek nétralizasyon
gerceklestirilerek genomik DNA PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) reaksiyonunda

kullanilir hale getirildi. Genomik DNA transgenik hayvan hatlarina 6zgii siparis edilen
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(Tablo 5.11) primerler kullanilarak PZR isleminde kullanildi. DNA 6rneklerinden 1 pl
alinarak Hot Start Master Mix (New England Biolabs) ve ilgili fare hattinin primerleri
ile PCR karigimina eklendi. Biitlin genotiplemeler JAX lab’in 6nerdigi Touch-down
PZR protokoliine (Tablo 5.12) uygun sekilde gerceklestirildi. PCR ile dogrulamasi
yapilan transgenik farelerin en az 6-8 haftalik olana kadar bakimlari Istanbul Medipol

Universitesi deneysel hayvanlar merkezi (MEDITAM) tarafindan gerceklestirildi.

Tablo 5.11 Transgenik hatlarin genotiplenmesinde kullanilan primerler

Gen Primer Sekansi

Pvalb 16210 CCA TTC CCT CAT CCA CAG AG

Pvalb 27606 GAC GCA ATC GTC CGA TCC

Pvalb 49521 CAA ACA AAC TGA ACA GAA ACT CAG G
Mrgprd 39154 GGA TCC GCC GCA TAA CCA

Mrgprd 39155 AGT GCC TGG TCC TGT GGT AG

Mrgprd 39156 GGA GCC AAA TCA CCA ATG AG
Slc17a8 29731 AGA TGT CTT ATG GAG CCA CCA C
Slc17a8 29732 CTG AGA CCA AGG TCC ATATTCC
'VGLUT-13007 ACA CCG GCCTTATTC CAA G
VGLUT-32667 AAG AAG GTG CGC AAG ACG
'VGLUT-32668 CTG CCA CAG ATT GCA CTT GA

ChR2 EGFP-C-frwd [CACGAACTCCAGCAGGACCATG
ChR2-rev-2 CATATATCGAGGGTTATCATACTGTGCC

TdTomato 9020 AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA
TdTomato 9021 CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC
TdTomato 9103 GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC
TdTomato 9105 CTG TTC CTG TAC GGC ATG G

TH-31704 AGT GGC CTC TTC CAG AAA TG
TH-31705 TGC GAC TGT GTC TGA TTT CC
TH-33122 GAG ACA GAA CTC GGG ACC AC
TH-0IMR9074 AGG CAA ATT TTG GTG TAC GG
CHAT-23357 GCA AAG AGA CCT CAT CTG TGG A
CHAT-23358 CAG GGT TAG TAG GGG CTG AC
CHAT-23359 CAA AAG CGC TCT GAA GTT CCT

Tablo 5.12 Genotipleme PZR protokolii
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Basamak |Sicaklik °C| Siire  [Not
1 94 2 dk
2 94 20sn
3 65 15sn  [Her siklus icin -0.5 C duigiirme
4 68 10sn
2-4 basamaklari arasi 10 siklus
5 (Touchdown)
6 94 15sn
7 60 15sn
8 72 10sn
9 6-8 basamaklari arasi 28 siklus
10 72 2dk
11 10

5.5 AKG izolasyonu ve in-vitro ortamda Kkiiltiir edilmesi

AKG izolasyonu i¢in yetiskin 10-12 haftalik transgenik fare ve C57 yabanil tip
fareler ketamine (100mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) anestezi altina alinarak diseksiyon
icin sabitlenir. Yiiz iistii yatirilan farelerin dnce deri daha sonra ise servikal bolge
kesilerek omurilik agiga ¢ikarilir. Omurilik temizlenerek sag ve sol kosta soguk
RPMI1640 igerisine alinir. Stereo mikroskop altinda servikal ve toraks seviyesindeki
AKG’ler soguk blok iizerindeki RPMI1640 icerinde ¢ikarilarak, soguk RPMI1640
icerisine aliir. Dokular igleme alinmadan dikseksiyon sirasinda gelen sinir fiberleri
makas yardimiyla kesilerek ortamdan uzaklastirilir (Sekil 5.2). Sinir govdelerini
iceren AKG 100 U/mL Tip XI Kolajenaz igerisinde 40 dakika 37 °C’de inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra dokular Hank’s Buffer Salt soliisyonu ile iiger kez yikanarak
enzim ortamdan uzaklastirilir. 1 mg/ml tripsin enzime igerisine alinan dokular 15
dakika 37 °C’de inkiibe edildikten sonra dokular mekanik tritiirasyon amaciyla 6nce
kesik mavi ug, daha sonra mavi u¢lu ve en son olarak sar1 u¢lardan gegirildikten sonra
insiilin enjektoriinden gecirilen hiicreler 100 Ig/mL DNAse igerisinde alinarak 37
°C’de 30 dk inkiibe edilir. Sinir hiicrelerini glialardan ve doku pargalarindan ayirmak
amaciyla %10, %35 ve %60 perkol gradientine tabii tutulur. Saflagtirma islemi i¢in
hiicre siispansiyonu hazirlanan gradiente konuldur ve 1700 RPM’de 20 dakika
santrifiij sonunda olusan beyaz tabakanin altinda bulunan sinir hiicreleri pipet
yardimiyla alinir. Percolliin ortamdan uzaklagtirilmasi i¢in hiicreler NBA eklenerek
1000 RPM’de 3 dakika santrifiij edilir. Izole edilen hiicreler sayim sonrasinda deney

laminin kapl petri kaplarina besiyeri icerisinde ekilir (Tablo 13).

54



Immunositokimyasal boyamalarda ve goriintiillemelerde kullanilacak olan
AKG’ler yukarida belirtilen diseksiyon asamasi dncesinde fare %4 PFA ile perfiize
edildikten sonra toplanir. Benzer sekilde transgenik farelerin dogrulanmasinda gerekli
olan NG’de sag ve sol taraftan olmak lizere iki adet olarak perfiize edilmis fareden

alinir.

Sekil 5.2 Gangliyon diseksiyonu. A. AKG ve B. NG. diseksiyonu.

Tablo 5.13 AKG diseksiyon ve hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri icerikleri

Sarf Malzeme Miktar Marka Katalog Numarasi
AKG Diseksiyon Vasati
RPMI %98 Gibco 41966-029
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Sigma Aldrich M3148
Hiicre Ekim Vasati
NBA %94 Gibco 10888-022
B27 %2 Invitrogen 17504-044
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Sigma Aldrich M3148
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5.6. Goriintilleme icin doku hazirlama ve immiinokimyasal islemler
5.6.1. Perfiizyon

Yabani tip ve transgenik soylardan kalp ve duyu gangliyonlari (AKG)
toplanmadan Once transkardiyal perfiizyon yapildi. Kisaca deney farelerine ketamin
(50 mg/kg, Pfizer, i.p.) ve ksilazin (5 mg/kg, Bayer, i.p.) kullanilarak anestezi
uygulandi. Anestezi derinligi, arka patilerin geri ¢ekilmemesi ve goz refleksleri ile
degerlendirildi. Midsternal insizyon yapildi ve hayvanlar heparinize (Nevparin; 500U)
5 mL salin ve ardindan 0.1 M fosfat tamponu (PBS; pH 7.4) i¢inde taze hazirlanmis 5
ml %4 paraformaldehit (PFA) ile transkardiyal olarak perfiize edildi. Kalbe hasar
vermeden perfiizyon isleminin yapilabilmesi i¢in klasik yontemden farkli olarak kalbe
kesik atmak yerine heparin ve PFA enjeksiyonlari pulmener damar, aort ve vena
kavalar aracilig1 ile yapildi. Perfiize edilen kalbin perfiizyonsuz haline oranla kan

hiicrelerinden arindigi goriiliir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3 Goriintiileme i¢in doku hazirlama. A. Perfiizyon Oncesi kalp goriintiisii, B.
Perfiizyon sonrasi kalp goriintiisii, C. Boyama 6ncesi soliisyon yikamalar1 sonras1 kalp
goruntust.

5.6.2. Iimmunokimyasal boyama

Perfiize edilen farelerden kalp disinda AKG ve NG disekte edildi. Toplanan
dokular gece boyunca 4°C'de %4 PFA iginde sabitlendi, birka¢ kez PBS i¢inde yikand1
ve %0.01 sodyum azid igeren PBS icerisinde saklandi. Gangliyonlar transgenik

hatlarin dogrulanmasinda kullanildi. Sabitlenmis olan kalpler boyama Oncesi
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durulandi ve 1 giin boyunca PBS i¢inde tutuldu. Daha sonra kalpler, oda sicakliginda
2 giin boyunca gegirgen hale getirmek i¢in (permabilization) %0.2 Triton X-100, %20
DMSO ve 0.3 M glisin igeren (Tablo 5.14) PBS i¢inde tutuldu. Daha sonra, 2 giin
boyunca oda sicakliginda bloke edici tamponda (Thermo #37520) bloke edildi.
Kalpler, 2-4 giin boyunca OS (oda sicakligi)'de Antikor Seyreltici Reaktif Soliisyonu
(Life Technologies #3118) i¢inde birincil antikor eklenerek (Tablo 1) inkiibe edildi.
Numuneler daha sonra 1 giin boyunca 10 mg/ml heparin, %0.2 Tween-20 ve PBS
(PTwH soliisyonu) ile yikandi, ardindan 2 giin boyunca ikincil antikor igerisinde
(Alexa-Fluor Plus (Thermo Fisher), Tablo 1) inkiibe edildi. Son olarak, kalpler
goriintiilemeden 6nce en az 1 giin PTwH i¢inde yikandi. Yabani tip fare kalpleri, tiim
ndron popiilasyonlarin goriintiillenmesi i¢in pan noronal isaretleyici beta-tubulin
(TUJ1) ile boyandi. Cift transgenik (VGLUT2::tdTomato, Pvalb::tdTomato,
Mrgprd::tdTomato, VGLUT3::tdTomato) ve vahsi tip (C57BL/6J) fare kalpleri,
miyokarddan arka planin istesinden gelmek i¢in tdTomato floresan sinyalini
giiclendirmek i¢in anti-RFP antikoru ile boyandi. Her immiin boyama i¢in tdTomato
sinyalini gdstermek icin negatif ve pozitif kontrol doku boyamalar1 paralel olarak
yapildi. Global haritalama 5X objektif kullanilarak alinirken, detayl sinir lifleri ve

akson terminalleri, 20X biiyiitme kullanilarak goriintiilendi.

Tablo 5.14 Immiinokimyasal boyamalarda kullanilan soliisyonlarin igerikleri

Sarf Malzeme \ Miktar
PTx.2 (100ml)
PBS 1X 100mL
TritonX-100 200ul
PTwH (100ml)
PBS 1X 100mL
Tween-20 200uL
10mg/mL Heparin 100puL
Permeabilization Solution (10mL)
PTx.2 8mL
Glycine 023 g
DMSO 2mL
Blocking Solution (50mL)
PTx.2 8.4 mL
Goat Serum 0.6 mL
DMSO 1 ml
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Kalbi inerve eden sempatik, parasempatik ve afferentlerin ayrigtiritlmasi
amaciyla kalbin 4 farkli antikor ile boyanip goriintiilenmesi planlandi. Konjuge ve
tekli olmak iizere farkli dalga boylarinda ikincil antikorlarla isaretlenerek fiberlerin
goriintlilenmesi i¢in antikorlarin siparisleri verildi. Antikorlarin kalbi global
goriintiilemede yetersiz kaldig1 bazilarinin hi¢ boyama gerceklestirmedigi goriildii. Bu
nedenle literatiir taramalarinda en sik kullanilan antikorlar temin edilerek ikili boyama
islemleri optimize edildi. Kalbin global goriintiilenmesinde floresan siddetinin yiliksek
olmas1 ve ozellikle kalbin kas yapisindan gelen otoflorasanin diisiiriilmesi goriintii
kalitesini arttiran gereklilikler olarak tespit edildi. Bu dogrultuda ¢ogunlukla
kullanilan Alexa-Fluor ikincil antikorlar1 yerine Invitrogen’in Alexa Fluor Plus
antikorlar1 tercih edildi. Alexa Fluor Plus antikorlari minimum capraz reaktivite ile
daha yliksek sinyal saglarken giiriiltiiniin de oranini diistirmektedir. 110kDa boyutunda
olan F(ab’)2 antikorlarla eslenik olan Alexa Fluor Plus antikorlar1 kii¢iik boyutlari
nedeni ile dokulara IgG molekiillerinden daha kolay niifuz edebilirler ve potansiyel

olarak daha fazla antijen baglama kabiliyetine yol acarlar.
5.7. Seffaflastirma

Berraklagtirma-seffaflagtirma  uygulamasinin ~ goriintillemede saglayacagi
derinlik ti¢ boyutlu haritalamada 6nemli katkilar saglamaktadir. Bu nedenle kalp
dokusunda alternatif seffaflagtirma yoOntemleri uygulandi. iDISCO, PACT ve
scaleCUBIC yontemleri detaylar1 asagida verildigi gibi denendi.

5.7.1. iDISCO yontemi ile seffaflastirma

Renier N. ve arkadaslarinin 2014 yilinda gelistirdigi iDISCO yonteminin deneysel
basamaklar1 asagidaki gibidir (158).

e Heparin ve %4 PFA ile perfiizyon sonrasi alinan kalp ve gangliyonlar (AKG
ve NG) berraklastirma islemi gergeklestirilmeden 6nce boyama i¢in 1 gece +4C°’de
%4 PFA icerisinde bekletildi.

e Fiksasyon sonrasinda 3 kere 30 dk PBS ile yikanip yiikselen metanol serisinden
(1’er saat %20, %40, %60, %80, %100) gecirildikten sonra %66 diklorometan
(DCM)/%33 metanol igerisinde gece boyu tutuldu.
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e 2 kere 1 saat %100 metanol ile yikama yapildiktan sonra metanol icerisinde
%35 H202 igerisinde +4C°’de gece boyu tutularak sonrasinda azalan metanol
serisinden (1’er saat %100, %80, %60, %40 ve %20) gecirildi.

e  Dokular permeabilizasyon soliisyonunda (PBS igerisinde %0,1 TritonX-100 ve
%0,1 Tween-20) 37C°’de 1 giin bekletildi.

e Ardindan bloklama soliisyonunda 1 giin ve primer antikor i¢erisinde 37C°’de
1 giin bekletilir. Bu islemler kalp icin 2 giin olarak optimize edildi.

e TO-PRO3 ile 3 saat boyunca ¢ekirdek boyandiktan sonra dokular yiikselen
metanol serisinden gegirilerek dehidre edildi.

e Ardindan %66 DCM/%33 metanol icerisinde 3 saat bekletildi.

e %100 DCM igerisinde 2 kere 15 dk bekletilerek metanol uzaklastirildi.

e Son olarak dokular dibenzil eter (DBE) igerisine alinarak seffaflagtirma ve
boyama islemi tamamlandi. Goriintiilleme islemi DBE igerisinde cam petri ile

gerceklestirildi.
5.7.2. PACT yontemi ile seffaflastirma

Neckel ve grubunun 2016 yilinda yayimladig: protokol takip edilerek kalplerde
uygulandi (170). Protokol kisaca; %4 paraformaldehit (PFA) ile perfiize edilip
sabitlenmis olan kalpler, foto baslaticist (photoinitiator) %0.25 VA-044 (Wako
Chemicals USA) ile desteklenmis hidrojel monomer ¢ozeltisi A4P0 (PBS icinde %4
akrilamid) i¢inde gece boyunca 4°C'de inkiibe edildi. A4P0 ile muamele edilmis
kalpler 1-5 dakika nitrojen igerisinde tutularak dokuda ve sivi igerisinde bulunan
gazlar giderildi ve sonra doku-hidrojel hibridizasyonunu baslatmak i¢in 2-3 saat
37°C'de inkiibe edildi. Kisa PBS yikamalar ile fazla hidrojel uzaklastirildiktan sonra
doku-hidrojel matrisleri, 0.1 M PBS (pH 7.5) iginde %8 SDS iceren 50 ml'lik konik
tiiplere aktarildi ve doku boyutuna bagli olarak 2-5 giin siireyle 37°C'de ¢alkalanarak
inkiibe edildi. Iimmiin boyama igin, PACT ile islenmis olan kalpler, bir giin boyunca
4-5 tampon degisikligi ile PBS i¢inde yikand1 ve birincil antikorlar igeren tampona (4

giin), ardindan floresan konjuge ikincil antikora (4 giin) aktarildi.
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5.7.3. scaleCUBIC yontemi ile seffaflastirma

Perfiizyon sonras1 1 giin boyunca fiksatifte bekletilen kalp PBS ile 2 kez 2 saat
boyunca yikandi. ilk olarak 14 ml yar1 yartya dH20 ile sulandirilan scaleCUBIC-1
soliisyonuna alinan kalpler 1 hafta boyunca 2 giinde 1 soliisyon degistirilerek 37°C’de
60rpm calkalayicida tutuldu (Tablo 5.15). Ikinci hafta ise 14 ml scaleCUBIC-1
soliisyonuna alinan kalp 37°C’de 60rpm calkalayicida tutuldu. Benzer sekilde 2 glinde
bir soliisyon degistirilerek temiz soliisyona alinan kalpler iki hafta sonuna PBS ile
yikanarak soliisyondan arindirilip boyamaya hazir hale getirildi. immunokimyasal
olarak boyam islemleri permabilizasyon, bloklama sonrasi birincil antikor ve ikincil
antikor eklenmesi ile yapildi. immiinboyama isleminden sonra kalpler scaleCUBIC-2
sollisyonuna alinir ve tekrar seffaflagsmasi saglanir. Yeterli seffafliga eristikten sonra
kalp scaleCUBIC-2 soliisyonu igerisinde goriintiilemeye alindi (Sekil 5.4). Yapilan
optimizasyon ¢aligmalar1 kalp, beyin, beyin kesiti, AKG dokusu gibi farkli dokularda
gerceklestirildi. Ayrica goriintiillemelerde elde edilen sonuglar dogrultusunda kalpler
boyama islemi tamamlandiktan sonra scaleCUBIC-1 soliisyonuna alinarak denemeler

gerceklestirildi.

Tablo 5.15 scaleCUBIC isleminde kullanilan soliisyonlar

Sarf Malzeme Miktar
ScaleCUBIC-1 (Soliisyon-1)
Ure %25
Quadrol %25
Triton X-100 %15
ScaleCUBIC-2 (Soliisyon-2)
Ure %25
Siikroz %350
Triethanolamine %10
Triton X-100 %0.1
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Kalp Perfiizyon & Fiksasyon Boyama Seffaflastirma Goriuntlleme

- §-8-0
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Sekil 5.4 Goriintiileme iglemi i¢in kalbin hazirlanma basamaklarin1 gosteren diyagram

5.8. Mikroskop ve Goriintii isleme

Gorilintiileme optimizasyonlart kapsaminda arastirma merkezimizde bulunan
Axiozoom, LSMS800 ve LSMS880 mikroskoplarinda karsilastirilmali ¢ekimler
yapilarak LSM880 mikroskobunda airyscan modu kullanilarak dorsal ve ventral
olmak iizere kalbin iki yonden cekimi 5X objektif ile gerceklestirildi. ilk ¢alismalarda
kalpten vibrotom yardimi ile Imm lik kesitler alinarak her bir kesit ayr1 ayri ¢ekilip
gorlintli isleme programlari (Fiji, IMARIS) yardimu ile birlestirilmesi planlandi. Ancak
teknik sikintilar nedeni ile bu yontem uygulanmadi. Son durumda yapilan biitiin
cekimler kalbin su ile hazirlanan %0.2°lik ultra saf agar igerisine gomiilerek

sabitlenmesi ile gerceklestirildi (Sekil 5.5).

A

Sekil 5.5 Goriintiileme i¢in kullanilan agar bazli kalip. A. Ultra saf agar igerine
gomiilmiis kalbin iistten goriintiisii B. Kalbin yandan goriintiisii.

Goriintiiler, Airyscan Hizli mod ile konfokal lazer tarama mikroskobu olan LSM
880 (Zeiss) Plan-Apochromat Fluar 5X/0.16 M27, Plan-Apochromat 20X/0.8 ve Plan-
Apochromat 40x/1.3 yagl objektif olmak iizere ii¢ objektif ile incelendi. Global kalp
goriintiileri RFP-IF ve TH-IF veya TUJ1-IF'yi saptamak i¢in 5X biiylitmede 488 nm
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ve 647 nm lazerler kullanilarak ¢ekildi. Floresan emisyonu, RFP i¢in 516-595 nm ve
TH veya TUJ1-IR i¢in 654 nm'lik bir bant gecisi ile toplanmistir. Gorlintiiler, kalbin
boyutuna bagl olarak 5x6 veya 6x7 kare (tile) ve her bir z-kesit aralig1 10 um olacak
sekilde toplamda 155 ila 210 dilim z-kesiti (z-stack, sinyal yogunluguna bagli olarak)
ile ¢ekildi. Lazer giicii, 5X i¢in %100 ve 20X goriintiiler i¢cin %5-10 arasinda olacak
sekilde ayarlandi. Sinir lifleri ve sinir terminallerinin detayli goriintiilenmeleri i¢in 1p
aralikla 100-300 z-kesit igeren belirli alanlar 20X objektif ile ¢ekildi. Tiim goriintiiler
Airyscan modu ile LSM 880'de toplandiktan sonra Zen Black yaziliminda bulunan
airyscan processing ile islendikten sonra z-kesitler maksimum gdsterim (maximum

projection) olusturularak yazilimda birlestirildi (Zen Black).
5.9. In vivo girisimler

Biitlin in vivo islemler 37°C sicak tabla iizerinde bulunan operasyon masasinda

ve Zeiss Stemi 305 mikroskobu altinda gerceklestirildi.
5.9.1 Trakeostami

Boynun orta hattindan yaklasik olarak 0,5 cm’lik bir kesi acilarak
gergeklestirilip, kesi ile ortaya c¢ikan bag doku disekte edilip tiikiiriik bezleri dis
bolgelere ekartdr yardimi ile ¢ekilerek trake goriiniir hale getirildi. Trakede bulunan
iki kikirdak arasindan 2 mm’lik bir kesi agilarak bosluk olusturulup o bdlgeye

ventilasyon cihazinin entiibasyon borusu yerlestirildi (Sekil 5.6).

'\‘C’ M
L?‘}y A

Sekil 5.6 Trakeostami
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5.9.2. Torakotomi

Sol axillar bolge ile xiphoid ¢ikint1 arasinda hayali bir ¢izgi ¢ekilerek ¢izginin
orta noktasi belirlenir. 4. ve 5. kaburga kaslar1 arasindan kesi yapildi. Ardindan alt
katmanlarda bulanan kaslar kiit u¢lu olan portegii yardimu ile disekte edildikten sonra
kaburgalar gériiniir hale getirilir. iki kaburga arasi retraktorler kullanilarak agilmasinin

ardindan kalp gozlemlendi (Sekil 5.7).

Sekil 5.7 Torakotomi

5.9.3. Kalbe enjeksiyon

Anestezi altinda entiibasyon sonrasi torakotomi ile kalbi goriiniir hale getirilen
farenin kalbine Hamilton enjektorii viriis / boya enjekte edildi. Operasyondan bir hafta
sonra AKG diseksiyonu yapilan hayvanin AKG govdelerinde Di8 boyasi konfokal
mikroskobu ile goriintiilendi. Viriis enjeksiyonu ise 20ul olacak sekilde (Fast green)
hamilton enjektorii yardimi ile kalbin sol ve sag ventrikiil kismina enjekte edildi (Sekil

5.8).
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Sekil 5.8 Kalbe enjeksiyon

5.9.4. intratekal Enjeksiyon

Anestezik madde uygulanan fareler uygulama i¢in hazir olduklarinda yiiziistii
yatirilarak sirt derisinde orta hizada kesi atilarak omurga iistiindeki kaslar goriiniir hale
getirildi. Intratekal enjeksiyon igin T6-8 segmenti bulunup diskler aras1 45ng 4-OH-
Tamoxifen enjeksiyonu Hamilton enjektorii ile yapildi (Sekil 5.9). Tamoksifen'in
hiicre gecirgen, aktif bir metaboliti olarak islev goéren 4-OH-Tamoxifen

Tamoxifen’den daha giigliidiir ve katalitik alanin1 degistirerek PKC'yi inhibe eder.

Sekil 5.9 Intratekal enjeksiyon
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5.9.5. intraperitoneal Enjeksiyon

Uyanik fareler uygun pozisyonda hareketsiz sekilde sabitlenip abdomen
bolgesinin sag veya sol alt kadranina insiilin enjektortii ile 45 derecelik bir agiyla deriye
girilir. Deri altinda bir miktar ilerledikten sonra hafifge itilerek, karin kaslarina gegilir.
Peritonda olup olunmadiginin dogrulanmasi piston hafif¢e geri ¢ekilip ve enjektor
icine kan veya sivi gelip gelmediginin kontrolii yapilarak tespit edilir. 0.5 mg

Tamoxifen enjeksiyonu 1 hafta boyunca her giin 24 saatte olacak sekilde uygulandi.
5.9.6. AKG viriis veya boya enjeksiyonu

Anestezi uygulanan fareler yiiziistii yatirihip sirtindaki tiiyler tiras edildikten
sonra omurlarin hizasinda dikeyde kesi atildi. Ekartorler ile deri agilarak kas
ligamentleri goriiniir hale getirildi. Kaslar omurlara dik olacak sekilde forseps yardimi
ile acilip yatayda bulunan kostalar goriiniir hale getirildi. Kostalarla paralel ilerleyen
AKG akson demetleri takip edilerek AKG govdelerinin {istiindeki dokular agildi.
Agiga cikarilan AKG govdesi akson demetlerinden forseps yardimi ile
gerginlestirilerek boya-viriis enjeksiyonu gerceklestirildi (Sekil 5.10). Enjeksiyon

sonras1 Once kaslar sonrasinda da deri dikilerek operasyon tamamlandi.

Sekil 5.10 AKG govdesine enjeksiyon. A. AKG govdesi B. AKG fiber demeti C. AKG
govdesine enjeksiyon uygulamasi.
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5.9.7. Vagatomi

Transgenik fare anestezi altindayken sirtiistii sekilde yerlestirildi ve boyun
bolgesi tiraglandiktan sonra dikey kesi atildi. Tiikdiriik bezleri ekartor ile tutturulduktan
sonra trakenin sag veya sol yaninda vagus sinirinin alt dali karotid artere paralel
sekilde tespit edilir. Artere zarar vermeden pens yardimi ile ayrilan vagus sinir
solunumu baskilamadan hizlica makas yardima ile kesilir (Sekil 5.11). Vagus sinirinin
i¢c organlarin ¢aligmasi lizerindeki kritik 6nemi nedeni ile vagatomi iglemi tek tarafli

olarak gerceklestirildi.

Sekil 5.11 Vagatomi

5.10. In Vivo Girisimlerde Transgenik Fare Soylarinda EKG Olciimlerinin
Optimizasyonu

MI girisimi ve optogenetik uygulama Oncesi, sirast ve sonrasinda alinacak
elektrotrokardiolojik kayitlar i¢in transgenik fareler, 50 mg/kg ketamin, 5 mg/kg
roumpun ile anesteziye alinan transgenik ve yabanil tip farelerin refleksleri kontrol
edildikten sonra EKG kaydi almak {izere 6n ve arka ekstremiteleri bant yardimiyla
plastik tabaka tizerine sabitlendi. EKG 6l¢timleri Biopac MP36 System Ins cihaziyla
Einthoven tiggeni referans alinarak kaydedildi. Sag 6n ekstremiteye negative elektrot,
sol On ekstremiteye negatif elektrot ve sag arka ekstremiteye topraklama i¢in notr
elektrot insiilin enjektorii yardimiyla subkutan olarak yerlestirildi (Lead I).
Elektrodlarin bagli oldugu soket, “Kanal 1” girigine takildi. Cihazin bagli oldugu
bilgisayardan Biopac Student Lab yazilimindan “L05” sekmesi se¢ildi. Cihazin
kalibrasyonu sonrasi 60 saniye boyunca kayit alindi. EKG sisteminde insiilin enjektor
uclar ile kayit alinmasinda yasanan giigliikler nedeni ile farenin Lead I’e gore

kullanilan ekstrimitelerinde el ve ayaklar iletken bakir teller yardimi ile sarilip
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iletkenligi arttiracak jel siiriildiikten sonra telin diger ucuna bakir elektrotlar baglandi
(Sekil 5.12). EKG olglimleri, kayit cihazinin analiz i¢in gelistirilen “Biopac Student
Lab” yazilim programu ile incelendi. MI 6ncesi ve MI sonras1 alinan kayitlarda ST
segmentinin izolektrik ¢izgisine gore farklilig1 analiz edildi (Sekil 5.13). Optogenetik
uygulama sirasinda alinan EKG kayitlari ise atim sayis1 ve paterni farkliligina gore

analiz edildi.

Sekil 5.12 Transgenik farelerden EKG kaydi alinmasi. A. Problarin kalibre edilmesi,
B. Lead I elektrotlarinin kayit almak tizere fareye baglanmasi.

. T-dalgasi inervasyonu
Isoelektrik gizgisi

Sr
Q/e
“at

ﬁl‘-depressior
—N) I N

Patalojik durumda
Q dalgasi

ST-segment yiikselmesi  ST-segment algalmasi

Normal-ST segmenti

Sekil 5.13 Elektrokardiyografi egrisi. EKG kayitlarinda normal ST-segmenti (sol
panel), ST-segment yiikselmesi (orta panel) ve ST-segment diismesi gdsterimi (171).
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5.11. Farelerde kronik MI modelinin olusturulmasi

20-28 g agirhgindaki VGLUT2::tdTomato ¢ift transgenik fareler veya
C57BL/6J vahsi tip fareler, kronik MI modelini gelistirmek icin kullanildi (22).
Kisaca, anestezi uygulanmig farelerin ketamin (50 mg/kg, Pfizer, i.p.) ve ksilazin (5
mg/kg, Bayer, i.p.) uygulamasindan sonra operasyon Oncesi elektrokardiyografik
Olgtimleri kaydedildi (BIOPAC Systems, Inc. MP36). Operasyon sirasinda
olusabilecek hipotermiyi en aza indirmek amaciyla fare 37°C’ye 1sitilmig sicak ped
izerine sabitlendi ve trakeal entiibasyon, fareler i¢in MiniVent Ventilatdre bagl bir
endotrakeal tlip kullanilarak gergeklestirildi (HSE Harvard, Germany). Solunum
cihazinda bulanan gaz degisim hacmi (Tv-pul) ve dakikada verilme ritmi (Beat Per
Minute) hayvanin gramina uygun Tablo 5.16’de belirtildigi gibi ayarlandi. Boynun
orta hattindan yaklasik olarak 0,5 cm’lik bir kesi acilarak gerceklestirilip, kesi ile
ortaya ¢ikan bag doku disekte edilip tiikiiriik bezleri dis bolgelere cekilerek trake
goriiniir hale getirildi. iki kikirdak arasindan 2 mm’lik bir kesi acilarak bosluk
olusturulup o bolgeye entiibasyon borusu yerlestirildi. Solunum stabilizasyonunun
ardindan sol 3-4 interkostal aralik disekte edilerek kalbe ulagmak icin ekartorler
yerlestirildi. Daha sonra perikard nazik¢e kesilerek kalp sol koroner arter
goriintiilenmeye uygun pozisyona getirildi. Sol 6n inen arter olan (LAD) koroner arter
emilmeyen bir siitiirle kalic1 olarak baglandi (Prolene 6/0) (Sekil 5.14). Daha sonra
disekte edilen interkostal kaslar sikica bastirilarak siitiire edildi (Prolene 5/0) (Sekil
5.15). Son olarak, deri dikildi ve ST segment sapmalar1 ile MI olusumunu dogrulamak
icin LAD ligasyonundan sonra EKG kayitlar1 alindi. MI oncesi EKG kayitlariyla
karsilastirildiginda, MI sonrasi farelerde ST segment ¢okiintiileri tespit edildi. MI

prosediiriinden 21 giin sonra kalpler perfiize edilerek alindi.

Tablo 5.16 Solunum cihazinda kullanilan deger tablosu. Hayvanin kilosuna gore
ayarlanan solunum hacmi (pul) ve solunum hizi (bpm) degerleri

Agirlik (g) Solunum Solunum
Hacmi () iz (bpm)

15 98 159
20 132 148
25 166 140
30 201 133
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Sekil 5.15 LAD baglanarak Miyokard infaktus modeli olusturulmasi. A. Operasyon
icin boyun ve gogiis kismi traglanan fare. B. Trakenin goriiniir hale getirilmesi. C.
Trakeostomi sonrast entiibiisyon borunun yerlestirilmesi. D. Kalbin goriiniir hale
getirilmesi. E. LAD baglama islemi 1. asama. F. LAD baglama islemi 2. Asama. G.
LAD’nin baglanmasi. H. Kostalarin dikilmesi. I. Trakenin dikilmesi.

5.12. Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi

Addgene firmasindan, rekombinant adeno-asosiye viriis (rAAV) iiretiminde
kullanilmak {izere, kompetant Stbl3 E. Coli transformasyonu ile yapilmig ve
ampisilline direngli CAG-FLEX-tdTomato, AAV_GFP-Cre ve pAAV-EFla-double
floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA ana vektdrlerini igeren plazmitler ile
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2/9 ve AAV-PHP.S yardimc1 vektor ve pHELPER yardimci vektor plazmitleri ticari
olarak Addgene firmasindan temin edildi (Tablo 5.17). Periferal sinir sistemini
isaretlemek icin Rosemary C. Challis ve c¢alisma arkadaslarinin dizayn ettigi AAV-
PHP.S viriis sistemi kullanild1 (172). Calismada yayinlandig sekli ile viriis iiretim
prosediirii lic ana asama igerir: 1. AAV {iretimi, 2. intravendz uygulama ve 3. transgen

ekspresyonunun degerlendirilmesi.

Tablo 5.17 Viris tretiminde kullanilan vektorler

Katolog Vektor Ozellik

numarasi

81070 Retro helper-CAP Yardimci vektor

112865 AAV2/9 Yardimci vektor

103006 PHP.S Yardimci vektor

28306 Flex-tdTomato pAAV

49056 AAV_GFP-Cre pAAV

20298 pAAV-EFla-doublefloxed- pAAV
hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA

112867 DeltaF6 Helper

AF369965- | pHelper Helper

NovoPro

5.12.1. Plazmid DNA c¢ogaltma

Jel besi yeri icinde bakteriyel siirlintli olarak temin edilen plazmidler plazmid
izolasyonu i¢in ¢ogaltildilar. LB agar 40 g/L olacak sekilde hazirlandi. Otoklavlanip
soguduktan sonra 100 pg/ml Ampisilin eklenerek bakteri petrilerine dokiildii. LB
besiyeri 25 g/L olacak sekilde hazirlandi ve otoklavlandiktan sonra kullanildi.
Bakteriyel siirlintli 6ze yardimiyla Ampisilin eklenen LB besiyerine Addgene
protokoliine uygun sekilde ekildi. Petri kaplar1 gece boyunca 37 °C inkiibatorde
bekletildi. 16-18 saatlik inkiibasyonun ardindan olugan bakteri 6ze yardimiyla toplanip

2.5 ml LB s1v1 besi yeri bulunan inokiilasyon tiipiine transfer edildi. Bakteriler sivi
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besi yeri icerisinde, 18 saat boyunca, 37 °C sicaklik ve 250 rpm kosullarinda
logaritmik olarak ¢ogalmaya birakildi. Ertesi giin, bakterilerden stok olusturmak iizere
500 pl alinip 500 pl su-gliserol karisimi igerisinde cryotiipte -80°C’de donduruldu.
Geri kalan 2 ml bakteri 6000 rpm de ¢oktiiriiliip DNA izolasyonu elde edildikten sonra
dogrulama amagli restriksiyon enzimleri ile kesildi. Dogrulama islemi
tamamlandiktan sonra 200 ml LB s1v1 besiyeri bulunan cam erlen igerisine -80 °C’deki
bakteri stogundan steril pipet ucu ile bir miktar bakteri eklenip 18 saat boyunca, 37 °C
sicaklik ve 250 rpm kosullarinda logaritmik olarak ¢ogalmaya birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda 4 °C sicaklik ve 6000 rpm kosullarinda 15 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatantin atilmasinin ardindan, pellet halinde dibe ¢oken bakterilerden DNA
izolasyonu gergeklestirildi. Viriis tiretiminde kullanilacak olan tiim vektdrler i¢in bu

islemler tekrarlandi.
5.12.2. DNA izolasyonu

rAAYV iiretimi i¢in bir ana vektor, PHP.S yardimc1 vektor ve pHelper yardimct
vektor gerekmektedir. DNA izolasyonunda, kullanilacak vektdrleri igeren bakteri
pelletleri QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen, 12162) kullanarak, talimatlar
dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi. DNA konsantrasyonlari nanodrop cihazi ile

olgtildii.
5.12.3. HEK293AAY hiicre transfeksiyonu

Cell BioLabs firmasindan temin edilen HEKAAV hiicre hatt1 (Cell BioLabs,
AAV-100), rAAV iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Bu hiicreler transfekte edilmeden
once yeterli sayida hiicre elde edebilmek i¢in hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltildilar. D-MEM
(ytksek glukoz), %10 fetal bovin serum, 0,1 mM NEAA esansiyel olmayan amino
asitler ve 2 mM glutamax igeren vasat ile 37 °C, %5 CO2 inkiibatoriinde hiicreler
cogaltildi. Eksponansiyel olarak 1xT75 petri kabindaki hiicreler 5XT75 petriye alinip
cogaltildilar. Daha sonra bunlardan 4xT75 10x150mm lik petrilere pasajlanarak 2 giin
sonra transfeksiyona hazir hale geldiler. Ik olarak, HEK293-AAV hiicreleri ii¢
plazmit ile transfekte edilir: (i) ilgilenilen rAAV genomunu igeren pAAV; (ii) viral
replikasyon ve kapsid proteinlerini kodlayan pUCmini-iCAP-PHP; ve (iii) replikasyon
icin gerekli adenoviral proteinleri kodlayan pHelper (Tablo 5.11.1). Bu iigli
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transfeksiyon yaklasimi kullanilarak, tek sarmalli bir rAAV genomu, HEK293-AAV
hiicrelerinde bir AAV-PHP.S kapsidine paketlenir. 3 giinliik inkiibasyonun sonunda
hiicreler toplandi. 4 °C sicaklik ve 1100 rpm kosullarinda 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atild1 ve hiicre cokeltisine virlis saflastirilmak iizere liziz sollisyonu

eklendi.
5.12.4 Viriis Saflastirilmasi

Uretilen viriisler literatiirde yaymlanan giincel protokole gdre hiicrelerin
enzimatik ve mekanik yontemlerle patlatilarak toplanmasi, saflastiriimasi ve kantitatif
PCR (q-RTPCR) yontemi ile titre edilmesi sonrasi in vitro ve in vivo uygulamalarda
kullanild1 (172). Saflastirilmis virlisler, retro-orbital enjeksiyon yoluyla farelere
intravendz olarak verildi ve daha sonra gen ekspresyonu, deneysel amaglarla ilgili
molekiiler, histolojik veya fonksiyonel yontemler kullanilarak degerlendirildi (Sekil

5.16).

Sekil 5.16 Retro-orbital enjeksiyon (173)

5.13. VGLUT2::Chr2-EYFP transgenik fare soyunun vagal stimiilasyonu ve
EKG kayitlan

VGLUT2::ChR2-EYFP ikili transgenik fareler vagal uyar1 6ncesi kanalrodopsin
aktivasyonu arka ayaklara optik fiber ile 20mW giiciinde lazer tutulmasi ile olusan
ayak c¢ekme davranisi ile kontrol edildi. Vahsi tip farelere de benzer islem
uygulanmasina ragmen benzer davranis goriilmediginden cre aktivasyonu ile
kanalrodopsin proteinin perifer dokularda ifadesinin gergeklestigi goriildii. Halojen

iceren anestezik isofluran gaz sistemi kullanilarak farenin agiz ve burnu kapatilacak
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sekilde bir sistem ile %5 oraninda isofluran verilen transgenik farelerin derin
anesteziye girmesi saglandi. Stabil durumun korunmasi ile gaz sistemini yardim ile
isofluran miktar1 %1,5 a ¢ekildi. Operasyon boyunca farenin durumu takip edilerek
verilen anestezik miktar1 artirtlip diistiriildii. Bantlar yardimu ile sicak tabla iizerine
sabitlenen VGLUT2::ChR2-EYFP transgenik farelerin kollarina bakir teller yardimi
ile EKG elektrotlar1 yerlestirildi. Iletkenligi arttirmak icin tel ile ¢evrili fare derisine
ultrason jeli olarak da kullanilan EKG jelinden siiriildii. EKG sisteminin monitriinden
QRS dalgalar1 kontrol edildikten sonra lazer uyar1 6ncesi kontrol durumunu gosteren
60 saniyelik kayit alindi. ilk olarak farenin boyun bolgesinde dikine dogru kesik
atilarak tiikiirik bezleri ekartorler yardimi ile yan taraflara ¢ekildi. Gorliniir hale
getirilen trakenin yaninda bunun vagus sinirinin alt dali takip edilip optik fiber aracilig1
diod lazer fiber 151k kaynagiyla 50-100 mWatt arasinda degisen lazer giicii
kullanilarak, 5 ms pulse , 50 Hz olacak sekilde 10 sn boyunca uyarildi. Uyar1 6ncesi
fiber kaynaginin sinire uyari i¢in uygun pozisyon verilmesi sonrast 10 saniyelik EKG
kaydi alinarak sistemin yaratacag: etki ile uyar1 sonrasi etki karsilastirildi. Uyarim
sonucunda kalpte meydana gelebilecek kasilip gevseme kinetigindeki degisiklik es
zamanli EKG ile takip edildi.

5.13. Sinir Cap1 Analizi

Fare kalp z-kesitlerinin iki boyutlu maksimum projeksiyon goriintiileri, LSM
880 konfokal lazer tarama mikroskobu kullanilarak toplandi ve Zen Black yaziliminda
iretildi. Daha sonra ImagelJ kullanilarak goriintiilerin ikili versiyonlar1 olusturulup
noral izleme analizi i¢in Neutube1.0 yazilimina aktarildi (28). Programdan elde edilen
noral iz dosyalari, Charles Fowkles tarafindan rapor edilen Matlab'da bir komut

dosyas1 kullanilarak akson ¢ap1 ve yonelim analizi ve yogunluk prevalans

analizlerinde kullanildilar (28).
5.14. Istatistiksel analizler

Verilerin istatistiksel analizinde Paired Student t testi kullanildi. p < 0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Bu tez caligmasinda, daha once literatiirde gosterilmemis kalbe dallanan spinal
ve toplam afferentlerin ve sonlanma sekillerinin 3B tiim kalpte yiiksek ¢oziintirliik ve
daha 6nce gosterilmemis detayda haritalanmasi amag¢lanmistir. Vahsi tip ve iiretilen
ikili transgenik fare kalplerinin dorsal-ventral yliziinde, atriyum ve ventrikiil
bolgelerinde afferent fiberleri ve sonlanma tipleri literatiirde ilk defa bu kapsam ve
detayda VGLUT?2 ifade eden kardiyak afferentlerin 3B haritalamasi gerceklestirildi.
Spinal kokenli afferent inervasyonun haritalanmasi i¢in belirlenen transgenik fare
hatlar1 ¢ogaltilip ikili transgenik fare iiretimi i¢in ¢aprazlandilar. Mrgprd-Cre, Pvalb-
Cre, VGLUT3-Cre transgenik fareleri kullanilarak spinal kokenli duyu sinir
inervasyonu tespit edilmeye ¢aligildi. Kalbin saglikli ve MI sonrasi spinal-vagal ve
sadece spinal afferent dallanmasinin belirlenebilmesi amaciyla ikili transgenik fare
soylarinin iiretilmesi, endojen floresan sinyalin antikorlar ile artirilarak ileri
goriintiileme teknikleri kullanildi. Boyama ve goriintiileme teknikleri kalbe inerve olan
afferentlerin endokardiyum ve miyokardiyum yiizeyindeki detayli sonlanmalar tespit
etmemizi sagladi. VGLUT2::tdTomato ve vahsi tip farelerde MI sonrasi afferent
inervasyonun yeniden sekillenmesi kardiyak hasara uzak olan bdlgeyle kiyaslanarak
incelendi. Bu tez kapsaminda iiretilen ikili transgenik fareler, kalbe dallanan spinal ve
vagal kokenli afferentlerin, sadece spinal kdkenli afferentlerin saglikli ve MI sonrasi
goriintiilenmesinde kullanilmistir. 3B goriintiileme ile birlikte fonksiyon analizlerinde
kullanilmak iizere lazer uyarilarina duyarli VGLUT2::Chr2-eYFP ikili transgenik
fareler iiretilip fonksiyon analizleri gergeklestirildi. Literatiirde eksik oldugunu tespit
ettigimiz kalbin afferent 3B inervasyonunun ve sonlanma ¢esitlerinin saglikli durumda
belirlenmesi ve MI durumunda yeniden sekillenmelerinin incelenmesi ileride

fonksiyonel ¢aligmalara 151k tutacaktir.

6.1. AKG ozgii spinal afferentlerin belirlenmesinde kullanilacak transgenik fare

soylarinin belirlenmesi, iiretilmesi ve dogrulanmasi

Bu tez ¢calismasinda AKG 6zgii spinal afferentler ve spinal-vagal kdkenli biitiin
afferentlerin 3B goriintiilenmesi hedeflenmistir. Bu amagla kalbe 6zgii spinal

afferentlerin belirlenmesinde ticari olarak temin edilen 3 transgenik soy ve
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MEDITAM biinyesinde bulunan glutamaterjik afferentlerin isaretlenmesinde
kullandigimiz VGLUT2-ires_Cre transgenik fareler iiretilip, dogrulama islemleri

genotipleme ve doku 6zelinde gerceklestirildi.
6.1.1. AKG noronlarna o6zgii gen ifadelerinin dogrulanmasi

Kalbe dallanan duyu néronlarinin RNA-sekans (transkriptom) analizi daha 6nce
kalbe retrograd ilerleyen Di-8-ANEPPQ boyas1 verilerek isaretlenen AKG ve NG
gangliyon hiicreleri hiicre ayrigtiricisi ile izole edilip, hiicrelerden elde edilen RNA ile
gerceklestirilmisti (169). Caglar’in  doktora tezinde AKG ve NG gangliyon
govdelerinde farkli RNA’larin ifadelerinin oldugu ve spinal vagal olarak
ayristirilabilecegi gosterildi. Ozellikle kalbin yiizeyinden yapilan isaretleme teknigi
sonucunda belirlenen hiicrelerin RNA’larindan elde edilen verilere gore kalbe inerve
afferentlerin spinal ve vagal kokenli ayristirilmast agisindan doktora Transkriptom
verisine dayanarak tespit edilen Pvalb, Slc17a8 (VGLUT3) ve Mrgprd genlerinin
mRNA diizeylerinin incelenmesi ve dogrulanmasi i¢in kantitatif gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) yontemi kullanildi. Genel afferent
inervasyondan spinal kokenli olanlarin ayristirilmast igin transkriptom verisi ve
literatiir dogrultusunda segilen genlerin kalbi saran spinal AKG duyu néronlarinda NG
ndronlarma goére RNA-sekans verisine paralel sekilde yiiksek olarak ifade edildigi

tespit edildi (Sekil 6.1 ve Tablo 5.8).

mAKG = NG

[N]
[

3000 Pvalb

2500
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w
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Kalbe 6zgii AKG ve NG relatif mRNA ifadesi
Kalbe 6zgii AKG ve NG relatif mRNA ifadesi

=)

AKG NG Slc17a8 MrgprD

Sekil 6.1 Kalbe 6zgii isaretli AKG ve NG mRNA o6rneklerinde qRT-PCR analizi ile
gen ifadelerinin degerlendirilmesi. A. Pvalb geninin AKG ve NG’de ifadesi. B.
Slc17a8 (VGLUT3) ve Mrgprd geninin AKG ve NG’de ifadesi.
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6.1.2. Kalbe 0zgii AKG afferentlerin goriintiillenmesinde kullanilan transgenik
farelerin temini, iiretimi ve genotiplemesi

Ozellikle kalbe dallanan ve genel afferentlerden spinal kokenli olanlar1 ayirt
edebilmek icin yapilan qRT-PZR dogrulamasina dayanarak Pvalb, Slcl17a8
(VGLUT3) ve Mrgprd genlerinin -cre soylarmin ticari olarak temini Jackson
laboratuvarindan saglandi (Sekil 6.1). 4 haftalik karantina siireleri dolduktan sonra
transgenik fareler firmanin belirttigi sekilde caprazlandilar. Kullanilan tek ve ikili
transgenik fareler 4 haftalik fare yavrularinin kulaklarindan alinan doku pargasindan
izole edilen genomik DNA lizat1 kullanilarak genotipleme i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yapildi. Transgenik fare soylarinin genotip analizinde, her fare
soyunda transgen iceren vektor kasetine 6zel tasarlanmis primer ¢iftleri kullanilarak
yliksek duyarlilikla dogrulama gerceklestirildi. Tezde kullanilan Pvalb::tdTomato
(Sekil 6.2 A, B), Mrgprd::tdTomato (Sekil 6.2 C, D), Vglut3::tdTomato (Sekil 6.2 E)
transgenik fareleri PZR ile dogrulandiktan sonra genotip ve cinsiyet farkliliklarina
gore ayr1 kafeslere alinarak ortalama 8-16 haftalik olduklarinda deneylerde
kullanildilar.

13 s 300 391 392 393

390 391 392 393 L S

Pvalb-cre

tdTomato . -

VGLUT3

Sekil 6.2 Uretim sonucu elde edilen ikili transgenik farelerin genotip agaroz jel
gorlintiisii. A. Pvalb; mut:690bp B. tdTomato; mut: 196 bp, wt: 297 bp. C. Mrgprd;
mut:460 bp, D. tdTomato; mut: 196 bp, wt: 297 bp. E. VGLUT3; mut: 557 bp,
tdTomato; mut: 196 bp, wt: 297 bp.
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6.1.3. Ticari olarak temin edilen AKG o6zgii transgenik fare soylarinda transgen

ifadelerinin periferik gangliyonlarda dogrulanmasi

Tiim afferentlerin haritalanmasinda kullanilan VGLUT2-Cre::tdTomato ikili
transgenik fare soyu disinda, QRT-PZR ile NG’ye oranla anlamli sekilde AKG’de
ifade edilen genler tespit edilmisti (Sekil 6.1). Ticari olarak temin edilen transgenik
soylar kalbe dallanan afferentlerin haritalamasinda kullanilmadan 6nce doku
seviyesinde AKG ve NG ndron govdelerindeki ifadeleri incelendi. Pvalb::tdTomato,
VGLUT3::tdTomato ve Mrgprd::tdTomato ikili transgenik hatlarindan disekte edilen
NG ve AKG noron govdelerinde Cre bagimli tdTomato endojen floresan ifadesi
konfokal —mikroskobunda goriintiillendi  (Sekil 6.3). Pvalb::tdTomato ve
VGLUT3::tdTomato transgenik hatlarinin NG hiicre gévdelerinde tdTomato endojen
sinyali goriintiilenmezken, AKG ndron govdelerinde tdTomato endojen sinyali
konfokal mikroskobu saptandi (Sekil 6.3 A, B). Tamoxifen ile indiiklenen Cre
rekombinaz igeren Mrgprd-Cre transgenik soyu loxP-tdTomato ile ¢aprazindan elde
edilen Mrgprd::tdTomato ikili transgenik farelere literatiirde belirtildigi sekilde
intraperitonal (ip) enjeksiyon ile tamoxifen uygulandi. Tamoxifen uygulamasindan 1,
2, 4 hafta sonra Mrgprd::tdTomato transgenik fareden disekte edilen AKG ve NG
dokular1 goriintiilendi. AKG’de Cre bagimli tdTomato ifadesine yogun olarak
rastlanirken, NG’de az sayida IR soma oldugu goriildii (Sekil 6.3 C).
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VGLUT3::tdTomato Pvalb::tdTomato

Mrgprd::tdTomato

Sekil 6.3 NG ve AKG ganglionlarinda Pvalb, VGLUT3 ve Mrgprd ekspresyonunun
degerlendirilmesi. A. Pvalb::tdTomato B. VGLUT3::tdTomato C. Mrgprd::tdTomato
ikili transgenik farelerde NG ve AKG’de, Cre-yonelimli tdTomato proteinin ifadesi.

AKG 0zgii afferentleri NG 6zgii veya tiim afferentlerden ayirabilmek i¢in
Mrgprd-Cre::tdTomato ikili transgenik farelere ip tamoxifen uygulamasi yerine
intratekal olarak tamoxifenin aktif formu olan 4-OH-tamoxifen uygulandi. Boylelikle
uygulama bdlgesi degisikligi ile tamoxifenin bdlgesel enjeksiyonu, Cre rekombinaz
enziminin NG’da ve kalp kas1 gibi diger dokularda aktiflesmeyecegini 6n gordiik. Bu
dogrultuda 4-OH-tamoxifen uygulamasi intratekal olarak yapilan Mrgprd::tdTomato
transgenik farelerden kontrol amacglit NG ve AKG diseksiyonlar1 yapilarak tdTomato
ifadesi goriintiilendi (Sekil 6.4). Intratekal uygulama sonrasi her iki NG hiicre
govdelerinde ip tamoxifen uygulamasi yapilan farelere oranla Cre bagimli tdTomato

ifadesinin azaldig1 ve hig¢ bir somada ifade edilmedigi saptand1 (Sekil 6.3 ve 6.4).
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Sol NG T1 segment AKG

Mrgprd: :tdTomato

it 4-OH-Tam

Mrgprd::tdTomato

Sekil 6.4 It 4-OH-Tamoxifen enjeksiyonu sonrast NG ve AKG ganglionlarinda
Mrgprd ekspresyonunun degerlendirilmesi. Ust panel 4-OH-Tamoxifen uygulamasi
gerceklestirilmeyen kontrol Mrgprd::tdTomato faresinin NG (A, B) ve AKG’de (C,
D) anti-RFP ile isaretlenen tdTomato sinyalini gdstermektedir. Alt panel ise (E, F, G,
H), it 4-OH-Tamoxifen uygulamasi ger¢eklestirilmis fareye ait dokulardir. Ok baglar
aksonlar1 isaret etmektedir. A-C ve E-G 5X, d ve H 20X objektif ile elde edilen

goriintiilerdir.

6.1.4. Ikili transgenik fare kullamlarak AKG kékenli afferent inervasyonunun
kalp yiizeyinde 3B haritalanmasi

Kalbin spinal afferent inervasyonunun varliginin tespiti ve Ozellikle sonlanma
tiplerinin karakterizasyonu icin tiim afferentlerden AKG afferentlerinin ayriminin
yapilmasi literatiirde olmayan bu bilgi agisindan 6nemlidir. Bu tez calismasinin
sorularindan bir tanesi de bu ayrimi gerceklestirmek olup bu dogrultuda tiretilen ikili
transgenik farelerin genotipleme ve gangliyonlar ozelinde yapilan dogrulama
sonucunda NG’de ifade edilmeyip sadece AKG’de ifade edilen endojen sinyal varligi
dikkate alindi. Sadece AKG gangliyon hiicrelerinde ifade edilen Cre rekombinaz
bagimli endojen tdTomato sinyalinin kalp yiizeyindeki inervasyonu LSM880 konfokal
mikroskobunda goriintiilendi. Ancak trans genlerin sinir fiberleri ile birlikte aym
zamanda kalbin kas hiicrelerinde veya arasinda ifade ediliyor olusu fiberlerin global
goriintiistiniin 3B elde edilmesini engelledi. Kalbin AKG kokenli afferentler ile inerve
edildigi 20X objektif ile yapilan yakin ¢ekimlerle gosterilirken global harita net olarak

elde edilemedi.
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6.1.4.1 Mrgprd®<;Ai9 ikili transgenik farelerde kalbe inerve afferentlerin

goriintiilenmesi

Kalbin tiim organ seviyesinde AKG kokenli nosiseptif duyu bilgisinin aktarildigi
afferentlerin kardiyak inervasyonunun haritalanmasi amaci ile ticari olarak temin
edilen farelerden olan Mrgprd-Cre transgenik faresinin loxP-tdTomato transgenik
faresi ile ¢aprazindan elde edilen Mrgprd©;Ai9 ikili transgenik farelere intratekal (4-
OH-Tamoxifen) veya intraperitanol (Tamoxifen) olmak {izere iki farkli tamoxifen
uygulamas1  gergeklestirildi. Gegmiste yapilan calismalara gore tamoxifen
uygulamasindan bir hafta sonra Cre rekombinaz enziminin aktiflestigi gosterilmistir
(45). Ancak calismamizda intraperitonal tamoxifen uygulamasindan 1, 2 ve 4 hafta
sonra yaptigimiz diseksiyonlar sonras1 tdTomato sinyalinin anti-RFP ile arttirilmasi ve
akabinde yaptigimiz goriintiilemeler sonrasinda (Sekil 6.5 A) akson fiberleri (Sekil 6.5
B, C) ve kardiyomiyositlerin (Sekil 6.5 D, E) de Mrgprd ifade ettigi saptandi.
Kardiyomiyositlerde goriilen ifade nedeniyle olusan arka plan otofloresan sonucunda

akson fiberlerin ayristirilmas: gergeklestirilemedi.

Sekil 6.5 Mrgprd::tdTomato transgenik farenin ip tamoxifen uygulamasindan 30 giin
sonra disekte edilen kalbin goriintiileri. A. Mrgprd::tdTomato transgenik fare kalbinin
global 5X goriintiisti. B. Atrio-ventrikiiler alan1 inerve eden aksonlarin 5X goriintiisi.
Akson fiberlerinin (C) ve kalp kasi hiicrelerinin (D, E) 20X biiyiitme ile detayh
goriintiisii. Olgek bar1 A, B:1 mm ve C-E: 50 pm..
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Intraperitonal ~tamoxifen enjeksiyonu sonrasi kalbin yiizeyinde de
goriintiiledigimiz tdTomato sinyali nedeni ile tamoxifen uygulamasinin intratekal
yapilarak global yayilimini engelleyip sadece AKG’lerde rekombinaz aktivasyonunun
baglatilmasin1 ve boylelikle sadece kalbe projeksiyonlar1 bulunan afferentlerin
goriintiilenebilmesini hedefledik. intratekal enjeksiyonundan 3 hafta sonra disekte
edilen kalplerde yapilan goriintilemede afferentlerin  belirginlesmedigi ve
enjeksiyondan 8 hafta sonra kalplerin disekte edilmesi ve goriintiilenmesi ile AKG

kokenli afferentlerin belirgin sekilde goriintiilemesi gergeklestirildi (Sekil 6.6).

Sekil 6.6 Mrgprd::tdTomato transgenik farenin it tamoxifen uygulamasindan 10 hafta
sonra disekte edilen kalbin goriintiileri. A. Mrgprd::tdTomato transgenik fare kalbinin
global 5X goriintiisii. B-E. Atrio-ventrikiiler alani inerve eden aksonlarin 20X
goriintiisii. Akson fiberleri * ile isaretli iken, kalbin yiizeyindeki oto floresan oklar ile
gosterilmistir. Olgek bar1 A:1 mm ve B-E: 50 um..

6.1.4.2. VGLUT3"*;Ai9 ikili transgenik fare kullanilarak AKG kékenli afferent

inervasyonunun haritalanmasi

AKG kokenli afferentlerin haritalanmasi amaci ile ticari olarak temin edilen
farelerden VGLUT3-Cre transgenik faresinin loxP-tdTomato transgenik fare ile
caprazindan elde edilen VGLUT3::tdTomato ikili transgenik farenin AKG ve NG’de

dogrulama analizleri gerceklestirildi. tdTomato ifadesinin sadece AKG’lerde oldugu
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bilateral olarak alinan NG’lerin hi¢bir somasinda tdTomato ifadesinin olmadigi
gosterildi (Sekil 6.3 B). AKG govdelerinden ¢ikan aksonlarin kalbin yiizeyindeki
sonlanmalarmin goriintiilenmesi i¢in tdTomato sinyali anti-RFP ile artirildi. LSM880
mikroskobu ile gergeklestirdigimiz goriintiilemelerde saglikli VGLUT3::tdTomato
transgenik fare kalplerinde uzantilar1 olan farkli tipte hiicreler saptand1 (Sekil 6.7). Bu
hiicrelerin govde veya uzantilarinin aksonlar ile etkilesimini goriintiilemek i¢in kalpler
anti-TUJ1 antikoru ile boyandilar. tdTomato sinyalinin gii¢lii olusu nedeni ile anti-
RFP ile boyanmadan bile hiicreler ve uzantilar1 goriintiilenebilmektedir. tdTomato
sinyali kalbin hem 5X ventral hem de dorsal olarak yapilan ¢ekimlerinde goriintiilendi
(Sekil 6.7 A, B). 20X biiyiitme ile elde edilen detayli goriintiilerde VGLUT3 ifade
eden hiicrelerin TUJ1-IR olan fiberler ile temas halinde oldugu baz1 bolgelerde de
aksonlar1 ¢evreledigini tespit ettik (Sekil 6.7 B’, C).

Sekil 6.7 VGLUT3::tdTomato transgenik fare kalbinin goriintiilenmesi. Transgenik
fare kalbinin dorsal (A), ventral (B) global goriintiisii. B’. B’de gosterilen alanin 20X
biiylitme ile yakin ¢ekimi. C. Farkli alanlardan ¢ekilmis anti-TUJ ile boyanan kalbin
sinir ve VGLUT3" hiicrelerin birlikte goriintiisii. Olgek bar1 A, B: 1 mm ve B’: 50 pum.

Uzantilar1 oldugunu tespit ettigimiz kiiciik hiicre gévdeli ve farkli morfolojilere

sahip hiicrelerin telosit benzeri hiicreler olabilecegi ve literatiire benzer olacak sekilde
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VLGUT3 proteininin bu hiicreler i¢in belirte¢ olabilecegini diisiindiik (110).
VGLUT3::tdTomato transgenik fare kalbinin yiizeyinde goriintiiledigimiz bu uzantil
hiicrelerin karakterizasyonunu gerceklestirmek icin GFAP_Cre (#24098) ve NG2 Cre
(#8533) transgenik fareler loxP tdTomato transgenik fare ile ¢aprazlandi. Bu
caprazlamalardan elde edilen ikili transgenik fareler 8-12 haftalik olduklarinda disekte
edilip kalpleri anti RFP antikorlar1 ile immiin boyamas1 gerceklestirildi. Literatiirde
telositlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan 6zel bir molekiiler belirteg bulunmamasina
ragmen NG2 ve GFAP proteinlerini ifade ettikleri gosterilmistir (112,174). Bu
sebeple, bu tez calismasinda VGLUT3::tdTomato transgenik fare kalbinin yiizeyinde
goriintliledigimiz hiicre tiplerinin NG2::tdTomato (Sekil 6.8) ve GFAP::tdTomato
(Sekil 6.9) ikili transgenik fare kalplerinde de benzer paterne sahip olma durumunu
degerlendirdik. Bu amagla ikili transgenik fare kalpleri LSMS880 konfokal
mikroskobunda 5X ve 20X objektif ile goriintiilendi. Ik bulgularimiz morfolojik
olarak her iki kalbin yiizeyinde goriintiiledigimiz hiicrelerin VGLUT3 kalbindeki
hiicreler ile benzedigi yoniindedir. Ancak molekiiler karakterizasyonlarmin gelecek

caligmalarda detaylandirilmasi gerekmektedir.

NG2¢re; Ai9 - Dorsal NG2¢r¢; Ai9 - Ventral

Sekil 6.8 NG2°¢;Ai9 ikili transgenik fare kalbinin dorsal ve ventral ydnlerinin
goriintiilenmesi. Kalbin A. Dorsal ve B ventral goriintiisii. A’. A’da gosterilen
bolgenin yakinlastirilmis goriintiisii. C. ve D. 20X objektif ile ¢ekilmis detayl
goriintiiler. Olgek barlart: A ve B: 1 mm, C: 50 um ve D: 20 um.
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GFAPere; Ai9 - Dorsal

GFAPe; Ai9 - Ventral

Sekil 6.9 GFAP®¢;Ai19 ikili transgenik fare kalbinin dorsal ve ventral yonlerinin
goriintiilenmesi. Kalbin A. Dorsal ve B ventral goriintiisii. A’. A’da gosterilen
bolgenin yakinlastirilmis goriintiisii. C. ve D. 20X objektif ile ¢ekilmis detayl
goriintiiler. Olgek barlari: A ve B: 1 mm, C: 50 um ve D: 20 um.

6.1.4.3. Pvalb®;Ai9 ikili transgenik fare kullanmilarak AKG kikenli afferent

inervasyonunun haritalanmasi

RNA sekans ve q-RT-PCR datamiza dayanarak temin ettigimiz bir diger transgenik
fare olan Pvalb-Cre transgenik faresinin tdTomato fare ile caprazlanmasi sonrasinda
Pvalb::tdTomato ikili transgenik fareler tiretildi. Dogrulama amaci ile yapilan bilateral
AKG ve NG diseksiyonu ve goriintiileme ile NG’de hi¢bir somada Pvalb ifadesine
rastlanmadi (Sekil 6.3 A). Sadece AKG somalarinda ifade edilip NG’de ifade
edilmemesi nedeni ile bu transgenik farenin AKG kokenli afferentlerin kalp ytlizeyinde
goriintiilenebilmesinde kullanilabilecegini gosterdi. Pvalb::tdTomato ikili transgenik
fareler perfiize edildikten sonra disekte edilen kalplerde yapilan goriintiilemelerde
kalbin ylizeyinde 543 lazeri ile uyarilabilen tdTomato ifade eden siddetli floresana
sahip hiicrelerin varlig1 tespit edildi. Bu hiicreler miyosit hiicrelerine benzemekle
birlikte onlara oranla biiyiik hiicrelerdir (Sekil 6.10 A, C). Anti-RFP antikoru ile
isaretlenen kalp Alexa PLUS antikorunun sagladigi floresan siddeti yardimi ile
ventrikiilde ince fiberler goriintiilendi (Sekil 6.10 B). Arka plan sinyalinin yogunlugu

nedeni ile akson sinyalleri 5X objektif ile goriintiilenemedi.
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Sekil 6.10 Pvalb::tdTomato ikili transgenik fare kalbinin anti-RFP immiino
isaretlenmesi sonrasi gorilintillenmesi. A. ve B. Kalbin ylizeyinde goriintiilenen
hiicreler. C. Ventrikiilde goriintiilenen Pvalb kontrolinde tdTomato ifade eden

fiberler.

Bu asamaya kadar, spinal afferentlerin belirlenebilmesi i¢in transkriptom verisi
degerlendirilerek secilen ve Jax Lab’tan temin ettigimiz transgenik farelerin her
segmente ait ¢ift tarafli AKG ve NG’leri disekte edilerek Pvalb, VGLUT3 ve Mrgprd
proteinlerinin ifade durumlari incelendi. Bu ii¢ protein de transkriptom verisi ile tutarl
olarak AKG noéron govdelerinde tespit edilitken NG nodron govdelerinde
gorlintiilenemedi. Yaptigimiz detayli goriintiilemeler neticesinde her {i¢ transgenik
soya ait kalpte otofloresan arka plan nedeni ile organ boyutunda afferentler
goriintiilenemezken, yakin plan g¢ekimlerde Mrgprd-Cre ve Pvalb-Cre bagimh

tdTomato ifade eden aksonlar goriintiilenebildi.

Tez caligmast kapsaminda transgenik fare temini, karantina siiregleri ve
iretimde yasanan beklenmedik aksakliklar, ikili transgenik fare eldesinin uzun
stirmesi ve daha onemlisi spinal afferent goriintiilemesi amacina hizmet etmemesi
nedenleri ile bu yaklasim yerine biitlinciil afferent goriintiilemesine olanak veren

VGLUT2-Cre fare soyu ile ¢caligsmalara devam edildi.
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6.2 Afferentlerin biitiinsel (spinal-vagal) goriintiilemesinde ve fonksiyonel

analizlerde kullanilacak fare soyunun iiretilmesi ve dogrulanmasi

Spinal  kokenli afferentlerin  kalbin  ylizeyindeki  sonlanmalar1  ve
inervasyonlarmin detaylandirma c¢aligmalar1 siirecin uzun siirmesi nedeni ile
tamamiyla gerceklestirilemedi. Ancak spinal afferentleri de icine kapsayan genel
afferentleri goriintillemede kullanilan VGLUT2-ires-cre transgenik faresi kullanilarak
kalbe inerve spinal-vagal kokenli afferentlerin global goriintiisii ve sonlanmalari
yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerle elde edildi. Isaretlemede kullanilan cre raportdr
soylar olan loxP-tdTomato ve loxP-ChR2-EYFP transgenik fare soylarinin
cogaltilmas: ve sonrasinda ikili transgenik soy liretimi i¢in ¢ogunlukla homozigot-
homozigot veya heterozigot-homozigot caprazlanmasi yapildi. Ayrica ikili transgenik
gen aktarim ihtimalini artirmak amaciyla yetigkin ikili transgenik fare ile homo
tdTomato fare soylar1 ¢aprazlandi. Teknik olarak uygun fare soylarmin belirlenmesi
icin c¢aprazlama sonrasi NG, AKG, SG gibi gangliyonlarin disekte edilerek

goriintiilenmesi ve kalp yiizeyindeki ifadeleri kontrol edildi.
6.2.1 VGLUT?2::tdTomato ikili transgenik farenin iiretimi ve genotiplemesi

Genomik DNA lizat1 kullanilarak genotipleme PZR’1 her fare soyunda transgen
iceren vektor kasetine 6zel tasarlanmig primer ciftleri kullanilarak ytliksek duyarlilikla
dogrulama gergeklestirildi. Tezde kullanilan VGLUT2::tdTomato (Sekil 6.11 A, B)
transgenik fareleri PZR ile dogrulandiktan sonra genotip ve cinsiyet farkliliklarina
gore ayr1 kafeslere alinarak ortalama 8-16 haftalik olduklarinda deneylerde

kullanildilar.

259 260 261 s 259 260 261

VGLUT2-cre tdTomato

Sekil 6.11 Caprazlama sonucu elde edilen VGLUT2::tdTomato ikili transgenik
farelerin genotip jel goriintiisii. A. VGLUT2; mut: 500bp B. tdTomato; mut: 196 bp,
wt: 297 bp.
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6.2.2 VGLUT?2::ChR2 ikili transgenik farenin iiretimi ve genotiplemesi

Optogenetik uygulamalar i¢in {iretilecek transgenik hayvanlarda ChR2 ile
birlikte EYFP iiretilmesi ChR2 iyon kanalina sahip hiicre ve sinir liflerinin
goriintiilenmesine olanak saglamaktadir. Uretim sonucunda olusan ikili transgenik

fareler genotiplenerek dogrulandilar (Sekil 6.12).

A

328 329 330 331 328 329 330 331

500 bp *

200 bp *

Sekil 6.12 Caprazlama sonucu elde edilen VGLUT2::ChR2-EYFP ikili transgenik
farelerin genotip jel goriintiisii. A. VGLUT2; mut: 500bp B. ChR2-EYFP; mut:650,
C. wt: 300 bp.

6.2.3 ikili Transgenik Farelerin Periferik Gangliyonlari, Omurilik Ve Beyin

Sapinda Transgen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Afferent sonlanmalarinin goriintiileme ve fonksiyon analizleri igin iiretilen
VGLUT2::tdTomato ikili transgenik fare soylarinin periferik gangliyonlarinda
transgen ifadeleri AKG, NG, stellat gangliyon (SG) ve epikardiyal gangliyon (EpKG)
dokular1 perfiizyon sonrasi disekte edilip immiinokimyasal yontemlerle isaretlendi.

Transgen floresan ifadesi anti-RFP antikoru kullanilarak artirildi.

6.2.3.1. VGLUT2::tdTomato transgenik fare soyunda periferik gangliyonlarda
VGLUT?2 protein ifadesinin degerlendirilmesi

Kalbin VGLUT2 eksprese eden afferentlerinin soma ve aksonal uzantilarini
goriintiilemek amaciyla VGLUT2-ires-Cre ve tdTomato fareleri (Ai9) ¢aprazlanarak
VGLUT2::tdTomato (VGLUT2¢®; Ai9) ikili transgenik fare soylari ftretildi.
VGLUT2::tdTomato transgenik farelerin AKG, NG, SG, ve EpKG dokular
immiinokimyasal yontemler kullanilarak incelendi. VGLUT2-Cre bagimli tdTomato
ifadesinin sinyali anti-RFP antikoru kullanilarak arttirildi. Dokular anti-RFP antikoru
ile bir pan-ndronal markor proteini olan TUJ1 veya sempatik sinir belirteci olan TH

proteinlerine &zgii antikorlar ile ikili immiinboyama yapilarak incelendi. Oncelikle,
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T1-TS segmentleri arasinda yer alan AKG ve bilateral NG afferentlerinde VGLUT2-
ires-Cre’ye bagimli tdTomato ifadesi TUJ1-ifade eden ndron somalarinda ve
aksonlarinda tespit edildi (Sekil 6.13 A, B). Literatiir ile uyumlu sekilde kalbe
sempatik dallanmanin bilateral olarak SG’den koken aldig1 ve afferent hiicre govdesi
icermedigi izole edilen SG dokusunun anti-RFP ve anti TH ile ikili immiinokimyasal
boyamasi sonucu gosterildi (Sekil 6.13 C) (175,176)). SG’da bulunan hiicre govdeleri
sempatik hiicre belirteci olan anti-TH i¢in immiino reaktivite (IR) gosterirken, anti-
RFP sinyali ise sadece SG’dan gegen afferentlerin akson fiberlerinde tespit edildi
(Sekil 6.13 C). Ancak somalarda herhangi bir tdTomato sinyali saptanmadi (Sekil 6.13
C). EpKG’de tdTomato isaretlemesi, sinir liflerinin arasinda yer alan demetlerle
sinirhiyken, gangliyon noronlarinda anti-RFP antikoru ile artirilan tdTomato sinyali

tespit edilmedi (Sekil 6.13 D).
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VGLUT?2¢re;

Sekil 6.13 VGLUT2%®; Ai9 transgenik farenin tiim periferik ganglionlarinda
VGLUT2 ekspresyonu i¢in tdTomato raportdr proteininin goriintiilenmesi. A.
AKG’de, Cre-yonelimli tdTomato proteinini isaretlemek i¢in anti-RFP (kirmizi)
antikoru ve pan ndronal isaretleyici anti-TUJ1 (yesil) antikoru ile B. NG, anti-TUJ1
(yesil) ve anti-RFP (kirmizi) ile C. SG, anti-TH (yesil) ve anti-RFP (kirmiz1) ile ve D.
EpKG, TUJ1 (yesil) ve RFP (kirmizi1) proteinlerine kars1 antikorlarla immiino boyama
gerceklestirildi. Olgek bart: 50 pm.
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Genotip sonrast ChR2 ifadesinin dogrulanmasi igin AKG ve NG dokular
disekte edildi. ChR2-eYFP fiizyon proteini AKG ve NG ndron soma ve akson
membranlart boyunca konfokal mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 6.14).
Genotipleme ve goriintiileme teknikleri ile dogrulamasi gergeklestirilen VGLUT2-
Cre::ChR2-eYFP transgenik soyu tez ¢alismasinda genel duyu sinirlerinin optogenetik

uyariminda kullanildi.

Sekil 6.14 VGLUT2-Cre::ChR2-EYFP farenin AKG ve NG’de ChR2-eYFP fiizyon
proteininin ifadesinin goriintiilenmesi. A. AKG, B. AKG aksonu, C. NG.

Literatiirde, MSS’de kalbi inerve eden tiim efferent ndronlar, goriintiiledigimiz
gibi dogrudan epikardiyal-miyokardiyal dokuya degil, kardiyak gangliyonlara
projekte olur (61,70). Boylece kalp, beyin sapinda lokalize olan otonom
cekirdeklerden dogrudan inervasyona tabii degildir. Raporlar, MSS'nin sempatik
efferentlerinin aksonlarini intratorasik ekstrakardiyak gangliyonlara yansittigini,
parasempatik efferentlerini ise aksonlarii epikardiyal yag yastiklarinda lokalize olan
EpKG yansittigin1 gostermistir (Sekil 6.13 C, D), (28,67). VGLUT2-efferentlerin
DMV'den kalp epikardiyumuna veya miyokardiyuma dogrudan inervasyonunu
gosteren herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Ayrica, VGLUT2-Cre trans geninin
DMV néronlarinda eksprese edilmedigini bildiren c¢alismalar mevcuttur
(71,72,177,178). Kullandigimiz VGLUT2::tdTomato ikili transgenik farede
100pum’lik enine medulla spinalis ve beyin sap1 kesitlerinde VGLUT2’ye bagimh
tdTomato ifadesinin varligi arastirildi. Beyin sapindaki ¢oklu c¢ekirdeklerin
pozisyonlari, VGLUT2-Cre yonlendirilmis tdTomato ekspresyonunu belirlemek i¢in

fare beyin atlasindaki ayni seviye beyin kesitlerinden belirlendi (Beyin Atlasi, Allen
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Institute for Brain Science, 2011; P56, Coronal, image 128 of 132). LSM880 konfokal
mikroskobunda 5X ve 20X objektiflerle alinan goriintiilerde AKG n6ronal aksonlarini
ifade eden dorsal boynuzdan medulla spinalise giren ve inter noronlarla sinaps
olusturan tdTomato literatiirle uyumlu olarak saptand: (Sekil 6.15 A-B) (1,149,179).
VGLUT2::tdTomato transgenik soyunun beyin sapindaki DMV néronlari
goriintiilenerek efferentlerde VGLUT?2 ifadesinin olasilig1 degerlendirildi. Literatiirle
uyumlu olarak, verilerimiz DMV néronlarinda (Sekil 6.15 C-D) VGLUT2-raportor
tdTomato ekspresyonunun olmadigmi gosterdi. Bu dogrulama sonucunda kalbe
dallanan VGLUT2 ifade eden akson fiberlerinin afferent kokenli olup efferent
katkisinin olmadig1 gosterildi (90).

Vglut2ce; Ai9

Omurilik

Beyin Sapi

Sekil 6.15 VGLUT2¢"; Ai9 transgenik farenin omurilik ve beyin sapindan alman
kesitlerin tdTomato ifadesinin goriintiileri. A. tdTomato eksprese eden AKG
aksonlarinin dorsal boynuzdan girdigini gdsteren omurilik kesiti. Olgek bart: 200 pm.
B. (A)'da gosterilen floresan sinyalinin ayrintili goriiniimii, yakinlagtirma ile ayri
olarak gosterildi. C. VGLUT2::tdTomato (kirmizi) eksprese eden noronlar postrema
alaninda (Area Postrema, AP, ok basi ile) ve soliter ¢ekirdeginde (nucleus solitarus,
ST, * isareti ile) gozlendi, ancak DMV c¢ekirdeginin hiicre govdelerinde gozlenmedi.
5X objektif, Olgek bar: 500 um. D. (C)'deki DMV’ nin ayrmtili goriiniimii 20X
biiyiitme ile elde edilmistir. Olgek bar1: 200 pm.
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6.3. Kalbin Afferent Agimin Gériintiilenmesi Icin Optimizasyon Calismalar

Kalbe afferent dallanmanin global haritas1 elde edilirken yontemsel
optimizasyonlar yapilarak yiiksek ¢ozilintirliikklii goriintii elde edilmeye calisildi (Sekil
6.14). Dogru ekipman ve uygun isaretleme yontemleri optimizasyonlarla tespit
edildikten sonra vahsi tip ve VGLUT2::tdTomato ikili transgenik farelerin 3B
gorlintiilemesi gergeklestirildi. Yiiksek c¢oziiniirliikteki goriinti LSM880 konfokal
mikroskobu kullanilarak endojen sinyalin anti RFP birincil antikoru ve Alexa-PLUS

ikincil antikoru ile arttirilmasi ile elde edildi.

» VGLUT2::tdTomato ikili transgenik farelerin iiretilmesi

» tdTomato endojen sinyalin goriintiilenmesi

» Vahsi tip farede TUJ1 boyamasi yapilarak konfokal
mikroskop segilimi (Axio-Zoom, LSM800 ve LSM 880)

» 3B gorintilemede kalbin gekim igin hazirlanmasi
» Doku seffaflagtirma tekniklerinin uygulanmasi
» tdTomato sinyalinin anti-RFP antikoru ile yiikseltgenmesi

» Anti-RFP birincil antikorunun Alexa Fluor PLUS ikincil
antikoru ile igsaretlenmesi

Sekil 6.16 Goriintiilemede uygulanan optimizasyonlarin listesi
6.3.1. Kalbin afferent inervasyonunun goriintillenmesinde gerceklestirilen
optimizasyonlar

Kalbi inerve eden aksonlara ait sinyalin goriintiilenmesini engelleyen kalbin arka
plan otofloresaninin 6niine gegmek i¢in optimal goriintiileme yontemi belirlenmeye

caligildi. VGLUT2::tdTomato ikili transgenik fareler heparin sonrasi %4 PFA ile
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perflizyon sonrasi kalpte bulunan endojen floresan ifadesi konfokal mikroskopta
goriintiilendiginde yiiksek arka plan otofloresanindan kaynaklanan yetersiz sinyal

nedeni ile global haritalamada kullanilamayacagi tespit edildi (Sekil 6.17).

Sekil 6.17 VGLUT2-Cre::tdTomato transgenik fare kalbinin endojen tdTomato
sinyali (5x, LSM8&80)

Endojen sinyali artirabilmek amaciyla VGLUT2::tdTomato ikili transgenik
soylarda tdTomato homozigot allelini tagiyan fare soylarinin kullanimi tercih edildi.
Ancak endojen sinyalin homozigot tdTomato alleline ragmen global goriintiileme i¢in
yeterli protein ifadesi saglamadigr goriildii. 3B haritalama goriintiilerinin
optimizasyonlar1 kapsaminda arastirma merkezimizde bulunan Axio Zoom
mikroskobu, LSM800 ve LSM 880 konfokal mikroskoplar1 kullanilarak uygun
ekipman secilimi gergeklestirildi (Sekil 6.18). Axio mikroskobunda elde edilen
gorilintliniin yeterli ¢oziiniirlilkte elde edilememesi ve ikili boyamalarda kullanilacak
farkli lazerleri bulundurmamasi nedeni ile kullanimindan vazgecildi (Sekil 6.18 A).
LSMS800 ¢ekim siiresinin LSM880 konfokal mikroskobuna gore ¢ok daha uzun olmasi
ve LSM880’ne kiyasla elde edilen goriintiiniin ¢oziiniirliigliniin kotli olmasi nedeni ile
3B gekimlerde tercih edilmedi. Ug farkli mikroskop ile esit lazer giicleri ile yapilan
gorilintiiler karsilagtirildiginda LSM880 konfokal mikroskobunun airy scan modunun
en hizli ¢gekimi (her bir yon yaklagik 1 saat) ve yiiksek ¢ozlintirliigli verdigi gosterildi

(Sekil 6.18).
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Sekil 6.18 TUJ1 birincil ve Alexa sekonder antikoru ile immiinokimyasal olarak
isaretlenen aksonlarin 3 farkli mikroskopta 3B goriintiilemesi. A. Axio Zoom B. LSM
800 C. LSM880 gortintiisii.

Uygun 3B goriintiileme yontemi secilirken; 1. kalpten vibrotomda Imm’lik
vertikal kesitler alarak, 2. vertikalde ortadan ikiye bdlerek veya 3. ultra seffaf agara
gomiip iki tarafli ¢ekimler gerceklestirildi. Teknik olarak kesilen parcalarin
goriintiilerinin birlestirilmesi, her bir parcanin goriintii datasinin yiiksek hacmi
nedeniyle islemsel agidan verimli olmadi. Ek olarak endojen sinyalin global ve yakin
cekimlerde yeterli goriintii eldesinde arka plan otofloresan nedeniyle yetmemesi
izerine endojen sinyal anti-RFP birincil antikoru ile isaretlenip Alexa Fluor ve Alexa
Fluor PLUS olmak iizere iki farkli ikincil antikor ile goriintiilendi (Sekil 6.19). Alexa
Fluor ikincil antikoru ile boyanan kalplerden alinan goriintiilerde floresan sinyalin
belirgin sekilde diisik oldugu gosterildi (Sekil 6.19 A, B). Immiin floresan
isaretlemelerde Alexa Fluor PLUS ikincil antikoruyla boyanan kalplerin agara
gdmiilmiis halde iki yonlii olarak ve LSM880 konfokal mikroskobunda airy scan modu
ile gergeklestirildi (Sekil 6.19 C, D). Ortalama olarak 6x7 kare bolmesi ve 10 pm
kalinliktan olusan 200 adet z kesiti (z-stack) her bir yiiz (dorsal, ventral) toplamda 3
mm derinlikte olacak sekilde airy scan modunda LSM880 konfokal mikroskobunda
cekildi.
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Alexa Fluor

Alexa Fluor PLUS

Sekil 6.19 VGLUT2::tdTomato kalbin ventrikiil yiizeyinde anti-RFP birincil antikoru
ve Alexa-Fluor veya Alexa Fluor PLUS ikincil antikoru ile isaretlenen glutamaterjik
akson goriintiileri. Alexa fluor ikincil antikoru kullanilan kalbin 5X (A) 20X (B)
goriintlisii. Alexa fluor PLUS ikincil antikoru kullanilan kalbin 5X (C) 20X (D)
goruntust.

6.3.2. Seffaflastirma yontemi optimizasyonlari ve goriintii derinlik analizleri

Kalbe dallanan afferentlerin kalp dokusunda epikardiyumdan miyokardiyuma
dogru derinliginin tespiti i¢in son zamanlarda literatiirde uygulanan seffaflastirma
yontemlerinden iDISCO, PACT ve scaleCUBIC yéntemleri kullanildi (156,162). Tk
olarak kalpte de denenen iDISCO protokolii kalbin pan-ndronal belirte¢ olan Tujl
antikoru ile immiinokimyasal boyamasi gergeklestirilerek uygulandi (28,158).
Seffaflagtirma oncesi aldigimiz goriintiilere kiyasla iDISCO yontemi ile seffaflagsma
sonrasinda kalbin miyofibril ve proteince zengin yapisindan kaynakli arka planda
(background) otofloresan sinyali nedeniyle Tujl proteinine yonelik immiin isaretli
sinyalleri ayirt etmekte zorlandik (Sekil 6.20). Optimizasyon c¢alismalarimiz

kapsaminda metanol ya da tetrahydofulan ile organlari dehidre edip dibenzil eter veya
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benzilalkol-benzil-benzeoat karigimi1  kullanarak lipit molekiillerini ¢6zerek
uzaklasgtirilmasi yontemi ile yapilan 6n isleme dayanan iDISCO protokolii ve bu
protokolden revize edilmis 6n islem yapilmadan denedigimiz farkli protokoller fare
kalbinde uyguland1 (28,158) (Sekil 6.20 A, B). Bu yontemler kapsaminda uygulanan
farkli kimyasallar ile arka plan sinyalin azalmadig1 gibi kalpteki sinir agindan gelen
antikor kaynakli sinyalin soldugunu LSM880 konfokal mikroskobu ile ¢ekilen farkl
biiylitmelerdeki goriintiilerde tespit ettik (Sekil 6.20 A, B).

A

Sekil 6.20 iDISCO yontemi ile seffaflastirilan kalbin miyokard gériintiisii. On islem
sonrasit (A) ve On islem yapilmadan (B) anti-TUJ1 ile immiino isaretleme ve
seffaflagtirma sonrasi ¢ekilen kalp goriintiisii (20X) (LSM880).

iDISCO ile seffaflagtirma yontemi sonucunda artan arka plan sinyali nedeni ile
floresan sinyalin yiiksek ¢oziiniirliikte elde edilememesi sonucunda 3B goriintiilemede
ve detayli 20X yakin ¢ekimlerde derinlik bilgisi miyokardin tamamini alacak kadar
elde edilemedi. PACT yontemi ile seffaflastirma isleminde nitrojen gazi ile yapilan
gaz uzaklagtirma asamasinin yeterli sekilde yapilamamasi nedeni ile polimerlesmenin
saglanmasinda sikintilar yasandi. Yapilan optimizasyonlardan sonra elde edilen
polimerlesme sonrasinda %8 SDS iceren soliisyonda kalbin seffaflasmadigi goriildii.
Bu nedenle son zamanlarda siklikla kullanilan hidrofilik yontem olan CUBIC ve
tiirevleri (Scale, scaleCUBIC gibi) beyin dokusunda optimizasyon g¢alismalarinda
denendi. Endojen olarak sinir hiicrelerinde EGFP floresan proteinini ifade eden Thy1-

EGFP (Jaxlab #007788) transgenik fare soyunun beyni disekte edilip scaleCUBIC-1
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sollisyonu ile uzun siireli muamele edildi. Yapilan ¢alismada 1 hafta sonra beynin
tamamen seffaflastigi (Sekil 6.21 A) ve goriintiilemede derinlik kazanildig1 goriildi
(Sekil 6.21 B, C). 6 hafta ve iki ay sonra yapilan goriintiilemede endojen floresan
sinyal tespit edildi (Sekil 6.21 D).

Sekil 6.21. THY 1-EGFP transgenik fare beyninin seffaflagtirma sonrasi goriintiisii.
scaleCUBIC uygulamasindan 1 hafta sonrasinda beynin giin 15181 altinda goriintiisii
(A), 10X objektifte konfokal goriintlisii (B) ve B’deki goriintiiniin renk kodu ile
yapilan derinlik analizi goriintlisii (kirmizi yiizeyi, mavi-mor renk ise daha derin
bolgedeki hiicre govde ve aksonlarini gosteriyor). C. scaleCUBIC uygulamasindan 6
hafta sonrasinda 10X objektifte yakinlagtirma kullanilarak ¢ekilen beyin goriintiisii.

Beyin kesitleri, AKG ve kalp dokusunda yapilan denemelerde THY 1-EGFP
beyninde elde edilen seffaflastirma ve goriintiileme derecesi gerceklesmedi. Beyin
dokusunun yogun lipit icerigi, kalp dokusunun ise proteince zengin kas yapisi
yapisinda olusu berraklagtirmada kullanilan kimyasallarin farkli dokularda farkl
sonuglar dogurabilecegini gosterdi. Farkli doku yapilarina sahip olmalarmin diginda
endojen floresan proteinin ifadesinin de farkli olusu nedeni ile THY1-EGFP,
VGLUT2-Cre::tdTomato ve VGLUT2-Cre::ChR2EYFP gibi farkli endojen floresan
proteinleri bulunan transgenik fareler secildi. Berraklagtirmada kullanilan
kimyasallarin endojen proteinlere etkisinin farkli olabilecegi sorusuna cevap bulmak
icin; farkli transgenik farelerden disekte edilen beyin ve kalp dokularinda da benzer
islemler uygulandi. tdTomato ve EYFP floresan proteinlerini endojen olarak ifade
eden kalplerde oto floresanin artmasi nedeni ile endojen sinyal belirlenemedi. Ayrica
kalpte endojen floresan sinyali disinda anti-TUJ1 antikoru ile immiinokimyasal
boyama sonrasi yapilan seffaflastirmada da kalbin kas kdkenli arka plan sinyalinin
artmas1 nedeni ile spesifik sinyalin belirlenememesinden 3B goriintii ile birlikte

derinlik bilgisi elde edilemedi (Sekil 6.22). 3B tiim kalp ¢ekimlerinde karsilasilan arka

97



plan yiiksekligi nedeni ile derinlik analizi 20X objektif ile yapilan ¢ekimlerle elde
edildi. VGLUT2-Cre::tdTomato transgenik fare kalplerinin tdTomato sinyali anti-RFP
birincil antikoru ve Alexa Fluor PLUS ikinci antikoru ile arttirildi. Immiinokimyasal
isaretlemeyi takiben scaleCUBIC ile seffaflastirma islemi uygulanmayan kalplere
oranla (Sekil 6.23 A, B, C) scaleCUBIC-1 soliisyonu uygulamasi sonrasi yapilan
gorilintiilemelerde yaklasik 200-300 um derinlik bilgisi saglandi (Sekil 6.23 D, E, F).
Ayrica sinir fiberlerinin yap1 ve kalbe dallanmalarinin seffaflagtirma sonrasi elde
edilen gorilintiilerde daha detayli oldugu goriildi. Z-kesit c¢ekimi yapilan kalp
bolgelerinin analizi ile seffaflastirilmis epikardiyumdaki fiber dallanmasi derinlik
bilgisi ile birlikte gosterildi (Sekil 6.23 B E). Z-kesit goriintiilerinin 3B
goriintiilemesinin CUBIC uygulanmis ve uygulanmamis kalplerde yapilan
karsilastirmali analizinde seffaflastirma sonrasi enine derinligin yaklagik 200 pm

oldugu tespit edildi (Sekil 6.23 C F).

Sekil 6.22 CUBIC seffaflastirma yontemi sonrasi vahsi tip anti-TUJ1 boyali kalbin
5X global goriintiisii. A. Kalbin dorsal ve B. Ventral yon goriintiisii.
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Sekil 6.23 VGLUT2::tdTomato ikili transgenik fare kalbinin anti-RFP birincil ve anti-
488 Alexa Plus ikincil antikoru ile yapilan immiino boyamay: takiben ventrikiil
bolgesinde direkt ve seffaflastirma uygulamasi sonrast goriintiiler. A.
Immiinokimyasal boyama sonrasi 20X goriintiisii, B. Yiizeyden (yesil) derine
(kirmiz1) dogru ilerleyen fiberlerin derinlik bilgisinin renk kodu ile gdsterimi ve C.
3B’lu enine goriintii. D. Immiinokimyasal boyamanin ardindan seffaflastirma sonrasi
20X goriintiisii, E. renk kodu ile derinlik bilgisi ve F. 3B’lu enine goriintil.

6.4. Kalbin 3B Efferent ve Afferent Inervasyonunun Vahsi Tip ve Transgenik

Fare Soylarinda Haritalanmasi

Transgenik fare yaklagimi ve immiino boyama tekniklerinin biitiinsel yaklasimi
ile kalbin afferent inervasyonu yiiksek ¢oziiniirliikkte 3B olarak goriintiilendi. Ayrica
vahsi tip fareler kullanilarak sempatik inervasyon ve kalbin genel inervasyon haritasi
immiino boyama teknigi sonrast LSM 880 konfokal mikroskobunda olusturuldu.
Kalbin saglikli ve MI sonrasi sinir agmin duyusal kompanenti ve afferent-efferent
ayrimi literatiirde eksik kalan bir alandir. MI sonrasi aritmi olugumunun

mekanizmasinin detayli anlagilmasi ve tedavi se¢eneklerinin olusturulabilmesi amaci
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ile ilk olarak saglikli kalpte daha sonra MI kalpte global haritalama tez ¢aligmasi
kapsaminda yapilmistir. Yayinlanan ¢alismalarda transgenik fare soyu kullanimi ve
immiinokimyasal boyamalar sonrasi elde edilen goriintiilerin yeterli detay verememesi
bu eksikligi gostermektedir. Bu tez caligmasinda anti-TUJ1 antikoru ile biitiin
inervasyonu goriintiilemek amaglanmisken, anti-TH antikoru ile sempatik efferentler
ve anti-RFP antikoru ile Cre bagimli tdTomato sinyalinin artirilarak VGLUT2 ifade

eden afferentlerin haritalanmasi planlanmistir.

6.4.1. Kalbin afferent inervasyonunun transgenik fare soylar1 kullamilarak

haritalanmasi

Kalbe dallanan AKG ve NG kokenli afferentlerin goriintiilenmesinde VGLUT2-
Cre transgenik fare soyu kullanilirken AKG kokenli afferentlerin goriintiilenmesinde
ticari olarak temin edilip dogrulamalar sonrasi kullanilan Pvalb-cre, Mrgprd- cre ve
VGLUT3-Cre transgenik fare soylar1 kullanilmistir. Afferentlerin haritalanmasi amaci
ile biitlin transgenik fare soylar1 loxP-tdTomato transgenik fare ile ¢aprazlandiktan
sonra elde edilen ikili transgenik soylardan perfiizyon sonrasi disekte edilen kalpler
immiinokimyasal olarak anti-RFP birincil antikoru ve sonrasinda anti-Alexa-PLUS-
488 / 647 ikincil antikorlar1 ile boyandi. Goriintiileme kalplerin %0.2’lik saf agaroza
dorsal ve ventral olarak gomiilmesi sonras1t LSM880 konfokal mikroskobunda airy
scan modu kullanilarak gergeklestirildi. Z-kesit ve karelerden olusan 3B ¢ekimler
tamamlandiktan sonra goriintiiler Zen Blue programinda airy scan isleme, maksimum

projeksiyon ve karelerin birlestirilmesi metotlar1 uygulanarak islenip hazirlandi.
6.4.1.1. Akson ¢api ve aksonal dagilim analizleri

NeuTube 1.0 programi kullanilarak airy scan islemi, maksimum projeksiyon ve
kare birlestirme sonrasi olusturulan 2B gorsel ilk asamada binarize (sinyallerin
ikililestirilmesi, siyah arka plan ve beyaz pikseller) edildiler (Sekil 6.24 A, B) (28).
Floresan sinyalleri ifade eden beyaz pikselleri birlestirerek sinir egrilerinin iskeleti
olusturuldu (Sekil 6.24 C). Olusturulan sinir iskeletinden akson c¢aplarinin
belirlenmesi ise degisen kalinliklar1 farkli ¢apta kiireler seklinde gdsterimi ile elde
edilen goriintii kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 6.24 D, E). Son olarak programdan

renk skalasina gore kalindan inceye gore ndron fiberlerinin haritasi elde edildi (Sekil
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6.24 F). Saglikli ve MI sonras1 goriintii analizlerinde Sekil 6.24 de belirtilen iglemler
yapilarak analizler gerceklestirildi. Afferent sinir liflerini tespit etmek ve daha dnce
aciklandigi gibi kalbin hem dorsal hem de ventral taraflarindaki ¢aplarini 6lgmek igin

noral izleme (neural tracing) algoritmasi kullanild1 (28).

Saglikli kalplerde dorsal ventral yonde akson dagilim karsilastirmasi binarize
edilen goriintiilerde yapilan alan basma diisen piksel miktar1 hesaplamasi ile

gerceklestirildi.

Sekil 6.24 NeuTube 1.0 program ile goriintii analizi A. Kalbin dorsal yoniine ait 2B
goriintlisii. B. Goriintiiniin binarize edilmis hali C. Sinir iskeletinin olusturulmasi D.
Akson ¢apina gore farkli ¢aplarda kiirelerle gosterim ve E. yakin gosterimi. F. Akson
cap analizinin renk skalasina gore gosterimi.

6.4.1.2. VGLUT2;Ai9 ikili transgenik fare kullanilarak AKG ve NG kokenli

afferent inervasyonunun haritalanmasi

Kalbin tiim organ seviyesinde duyusal kardiyak inervasyonunun haritalanmasi
amaci ile VGLUT2¢¢;Ai9 transgenik fare kalpleri immiinokimyasal yontemlerle

goriintiilenmek iizere boyandi. ilk olarak, kalbin hem dorsal hem de ventral
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taraflarindaki spinal ve vagal afferent yogunlugu, projeksiyonlar ve aksonal uglar,
RFP-IR ile tdTomato sinyalinin yogunlugu artirilarak haritalandi (n: 5, Sekil 6.25).
Sinyal arttirma islemi anti-RFP birincil antikoru ve anti-Rabbit Alexa-PLUS-647
ikincil antikoru ile yapildi. Ancak yapilan immiino-isaretleme yonteminde yontem ve
stireler esit olmasima ragmen bazi kalplerin arka plan goriintiilerinin daha yogun
oldugu goriildii. Optimizasyonlar sonrasinda bes farkli VGLUT2-Cre::tdTomato
transgenik fare kalbine ait dorsal ve ventral goriintiileri incelendi (Sekil 6.25). Ventral
taraftaki arka plan kalp kasindan kaynaklanan oto floresan nedeniyle antikor ile
sinyalin arttirllmasina ragmen dorsal kisma oranla daha az sinyal elde edildi (Sekil
6.25). 2B goriintiilerden NeuTubel.0 programi ile elde edilen akson c¢api analiz

gorlintiileri akson yogunlugunun ve kalinliklarina gére dagilimlarinin analizlerinde

kullanild1 (Sekil 6.26).
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VGLUT2¢re; Ai9 - Dorsal VGLUT?2¢¢; Ai9 - Ventral

Sekil 6.25 VGLUT2¢; Ai9 transgenik farelere ait kalplerin tdTomato endojen floresan
sinyalinin immiinokimyasal yontemle arttirilarak dorsal (sol panel) ve ventral (sag
panel) yiizlerinin 5X biiylitmede maksimum projeksiyon goriintiileri
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VGLUT2¢¢; Ai9 - Dorsal  VGLUT2¢®; Ai9 - Ventral

Sekil 6.26 VGLUT2*;Ai9 transgenik farelere ait kalplerin dorsal (sol panel) ve
ventral (sag panel) goriintiilerinin akson ¢ap1 analiz goriintiileri.
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Ventral yiize kiyasla kalbin dorsal yiiziinde (Sekil 6.27 A) daha yogun duyusal
sinir lif ag1 gézlemlendi (Sekil 6.27 B). Duyu sinirlerini isaretleyen tdTomato sinyal
yogunlugu dorsal yiizde ventral yiize oranla anlamli sekilde daha yiiksek olarak
belirlendi (p=0,004, t-testi) (Sekil 6.27 C). Literatiirdeki calismalar, kardiyak
inervasyonunun kalp hilumundan basladigini ve onceki raporlarla tutarli olarak
ventrikiil ve apekse kadar ilerledigini gostermektedir (107,180). Atriyo ventrikiiler
olukta bliylik ¢capli (>5um ila ~30um) afferent lifler bulunurken, ventrikiillerden
apekse dogru daha kiiciik ¢apli lifler (~5um ila ~0.4pum) tespit edildi (Sekil 6.27 A sag
panel). Yapilan sinyal yogunluk analizine goére, VGLUT2 eksprese eden duyusal
afferentlerin, kalbin dorsal yiiziinde ventral yiize gore 6nemli 6l¢iide daha yogun
olarak inervasyonu oldugu tespit edildi (ttest, p:0,004, Sekil 6.27 A, B, C). Ayrica,
VGLUT2¢%;A19 ikili transgenik farenin kalbinin ventral yiiziiniin goriintiilerinin
analizi sonucunda >~5um’den daha biiyiik liflerin prevalansinin dorsal yiize kiyasla
anlamli sekilde daha az oldugu gosterildi (ttest, p:0.01, Sekil 6.26, 6.27 B sag panel,
6.27 D).
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Sekil 6.27 VGLUT2¢™; Ai9 transgenik kalbinde kardiyak duyusal inervasyonun 3B
gosterimi. Kalbin dorsal (A) ve ventral (B) yiizlerinin 5X biiyiitmede maksimum
projeksiyon goriintiileri (solda) ve sinir ¢ap1 dl¢limleri i¢in tiiretilmis renk kodlu harita
(sagda). C. Kalplerin dorsal ve ventral yiizleri arasindaki sinir yogunluklarinin dl¢timii
(p=0,004, t-testi), n=4. D. Caplar1 > 5uM ve < 5uM olan kalplerin dorsal ve ventral
yiizlindeki sinir liflerinin prevalanslarinin niceligi (p=0.01, t-testi), (*:p< 0.05, **:p<
0.01) n = 4. Olgek barr: 1 mm.

6.5. Atriyum ve Ventrikiillerdeki Kardiyak Afferent Ag ve Sinir Ucu

Morfolojilerinin Detayl Degerlendirilmesi

VGLUT2¢;Ai9 transgenik farenin kalbindeki tdTomato sinyali, anti-RFP
immiino-isaretleme yontemi ile gii¢lendirilerek 6zellikle atriyum ve ventrikiillerdeki
hem tiim doku boyutunda duyusal inervasyonun degerlendirilmesi hem de sinir ucu
morfolojilerinin gdrsellestirilmesi saglandi. Global goriintiileme i¢in 5X objektif ile
kalbin dorsal ve ventral yOniiniin agara gdmiilmesi ile gerceklestirildi. 3B ¢ekimin
ardindan atriyumlar bistiiri yardimu ile kalpten ayrildi ve her bir atriyum iki farkli
yonde goriintiilenmek tizere cam plaka iizerine alindi. Global goriintiileri 5X objektif
ile gergeklestirilen atriyumlar {izerindeki sonlanmalarin detayli ¢ekimi i¢in 20X
objektif kullanildi (Sekil 6.28). Sol (Sekil 6.28 A) ve sag atriyumun iist yilizeyinin
(Sekil 6.28 C) yani sira sol (Sekil 6.28 B) ve sag (Sekil 6.28 D) atriyumun ventrikiile
bakan yiizeylerinin goriiniimii detayli ¢ekimler ile degerlendirildi. Her iki atriyumda
cicek benzeri sonlanmalar (flower spray endings) (Sekil 6.28 a, a', b'), dallanma tipi
uc sonlanmalar1 (branching type end-net meshes) (Sekil 6.28 b, b', ¢, ¢') ve ayrica tek
akson dallar1 (single axon branches) (Sekil 6.28 d, d') gozlemlendi. Ayrica dalgali
yapilara sahip sinir lifleri atriyumda daginik sekilde goriintiilendi (Sekil 6.28 b', ¢', d'
ve 6.28 J, J’). Duyusal inervasyon ve atriyumda farkli sinir ucu morfolojileri doku
boyunca herhangi bir bolgesel yogunluk olmaksizin tespit edildi. Gozlemlenen
sonlanma tiirleri, ¢icek benzeri sonlanmalar (18,26,181) ve ug¢ aglar (end-nets)

literatiirle tutarliyd (15).
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VGLUT2¢¢; Ai9 - Sag atrium

Sekil 6.28 Atriyumlardaki afferentlerin ve sinir uglarinin ayrintili karakterizasyonu.
Sol atriyumun {istten goriiniimii (A), isaretli alanin yiiksek biiyiitmede (a) gosterildi.
(a)'da gosterilen sinir uglarmin ayrintili gériiniimii, (a')'da ayrica gosterilmistir. Sol
atriyumun (B) ventrikiile bakan ylizeyi daha yiiksek biiyiitmede (b) gosterildi. (b)'de
gosterilen sinir ug¢larmin ayrtili goriinimii, (b')'de ayrica gosterilmistir. Sag
atriyumun istten goriiniimii (C) daha yiiksek biiyiitmede (c) gosterildi. (c)'de
gosterilen sinir uglarinin ayrmtili goriiniimii, (c')'de ayrica gdosterilmistir. Sol
atriyumun (D) ventrikiile bakan yiizeyi daha yiiksek biiyiitmede (d) gosterildi. (d)'de
gosterilen sinir uglarinin ayritili gdriiniimii (d')'de ayrica gosterilmistir. Dallanma tipi
uc aglar1 oklarla, cicek sprey uclart yildizlarla (*) ve dalgali lifler ok uglar ile
gosterilmistir. A, B, C ve D, 500 pm'lik 6lgek barlari ile 5X biiyiitme ile alinmistir. a,
b, ¢ ve d, 50 um'lik dlgek barlari ile 20X biiyiitme ile alinmistir.

Atriyumlarin detayli goriintiilenmesi sonrasinda, farelerin kalbinin hem dorsal
hem de ventral yiizlerinde ventrikiillerdeki ayrintili duyusal sonlanma tipleri incelendi
(Sekil 6.29, 6.30). Cicek benzeri sinir uglari (Sekil 6.29 B, G, H ve 6.30 E, I) ve tek
akson dallar1 (Sekil 6.29 D, H, J ve 6.30 C, H’, I’) ventrikiillerin iist ve apeks kisimlar1
dahil olmak tizere kalbin her iki yoniinde de tespit edildi. Miyokardiyumun otofloresan

ozelligi kullanarak, ventrikiillerdeki kalp kasi lifleri ile hizalanan kas i¢i dizi sinir
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uclar (intramuscular array) gosterildi (Sekil 6.29 C, E, I, J ve 6.30 C, G, I). Kalp
boyunca hem atriyumda (Sekil 6.26) hem de ventrikiillerde (Sekil 6.29, 6.30) serbest
tek akson sinir uclar1 ve ¢igek benzeri sonlanmalar goézlenmesine ragmen,
ventrikiillerde atriyum ile karsilastirildiginda dallanmis ug aglar daha az ve kas i¢i dizi
sinir uglart daha fazla gozlemlendi. VGLUT2¢;Ai9 ikili transgenik farelerin
kalplerinde endojen tdTomato sinyalinin anti RFP antikoru ile arttirilmasi sonucu
yapilan goriintiilemelerde biitiin kalplerde benzer sekilde atriyumlarda dalgali yapida
fiberler yogun olarak goriintiilenirken kas i¢i sonlanmalar ventrikiil 6zelinde
goriintiilendi (Sekil 6.29 ve 6.30). Ozellikle ¢icek benzeri sonlanmalarin literatiir

benzeri koroner arter yilizeyinde de oldugu gosterildi (Sekil 6.30 D, D’ ve E).

VGLUT2¢; Ai9 - Dorsal

VGLUT2¢; Ai9 - Ventral

Sekil 6.29 Ventrikiillerdeki duyusal liflerin ve sinir ug¢larmin ayrintili
karakterizasyonu. A. VGLUT2¢";Ai9 farenin tiim ventrikiiliiniin dorsal yiiziiniin 5X
biliylitmede goriintiilenmesi. (A)'da isaretlenmis alanlarin detayli gériintimii (B), (C),
(D) ve (E)'de ayr1 ayr1 20X biiyiitmede gosterilmistir. (B), (C), (D) ve (E)'de gosterilen
sinir uclarinin ayrintili goriiniimii sirasiyla (B'), (C'), (D') ve (E')'de ayr1 ayri
gosterilmistir. F. VGLUT2¢;Ai9 transgenik farenin tiim ventrikiiliiniin ventral
yliziiniin 5X biiylitmede goriintiilenmesi. (F) ile gosterilen inervasyonun detayli
goriiniimii (G), (H), (I) ve (J)'de ayr1 ayr1 20X biiylitmede gosterilmistir. (G), (H), (I)
ve (J)'de gosterilen sinir uglarinin ayrintili gériiniimii, sirasiyla (G'), (H'), (I') ve (J')'de
ayr1 ayr1 gosterilmistir. tdTomato proteininden gelen floresan sinyali, tiim dokuda anti-
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RFP immiino-etiketleme ile giiglendirildi. Kas i¢i sinir ug¢lar1 oklarla gosterilmistir.
Cigek benzeri sinir sonlanmalari (*) ve akson dallanmalari ok baglariyla gosterilmistir.
Olgek barlari: (A) ve (F) igin 1 mm. Olgek barlari: 50 um (B-E) ve (G-)).

VGLUT2¢¢; Ai9 - Dorsal
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Sekil 6.30 Kalpteki duyusal liflerin ve sinir uglarinin ayrintili karakterizasyonu A.
VGLUT2¢¢;Ai9 farenin kalbinin dorsal yiiziiniin 5X biiyiitmede goriintiilenmesi.
(A)'da isaretlenmis alanlarin detayli goriiniimii (B), (C) ve (E) 20X biiyiitmede, (D)
5X ve (D)'de 10X biiyiitmede gosterilmistir. (B), (C), (D) ve (E)'de gosterilen sinir
uclarinin ayrintili gériiniimii sirasiyla (B'), (C'), (D') ve (E)'de ayr1 ayr1 gosterilmistir.
F. VGLUT2¢;Ai9 transgenik farenin kalbinin ventral yiiziiniin 5X biyiitmede
goriintiilenmesi. (F) ile gosterilen inervasyonun detayli goriiniimii (G), (H), (I) ve
(J’)'de ayr1 ayr1 20X biiylitmede gosterilmistir. (G), (H), (I) ve (J)'de gosterilen sinir
uclarinin ayrintili gériinlimii, sirasiyla (G'), (H'), (I') ve (J')'de ayr1 ayr1 gosterilmistir.
tdTomato proteininden gelen floresan sinyali, tim dokuda anti-RFP immiino-
etiketleme ile giiclendirildi. Kas i¢i sinir uglar1 oklarla gosterilmistir. Cigek benzeri
sinir sonlanmalar1 (*) ve tek akson dallar1 ok baslariyla gosterilmistir. Olgek barlari:
(A) ve (F) i¢in 1 mm. Olgek barlari: 50 um (B-E) ve (G-I ve I").

6.6. Kalbin Genel, Sempatik ve Duyusal Inervasyonunun Gériintiilenmesi

Kalbin genel inervasyonundan sempatik ve duyusal inervasyonun ayirt
edilebilmesi i¢in vahsi tip ve ikili transgenik fare kalplerinde tekli ve ikili immiin
boyamalar gerceklestirildi. 3B haritalamada afferent ve sempatik inervasyon

modelinin goriintiilenmesi transgenik ve immiin boyama ydntemlerinin birlikte
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kullanimi ile gergeklestirildi. Kalbin genel ve sempatik inervasyonu vahsi tip fare
kalplerinde tek antikor ile ve afferentlerin ayrimi igin iki antikor ile immiin boyama
gerceklestirdi. Tekli boyamadan farkli olarak iki antikor kullanilan kalplerde
antikorlar ayr1 zamanlarda aralarda yikamalar yapilarak eklendiler. Birlikte eklenen
birincil antikorlar ve sonrasinda ikincil antikorlar ile yapilan immiino isaretlenen
kalplerinin goriintiilerinde floresan sinyallerin birbirinden ayrilabilecek kadar yeterli
olmadig1 goriildii. Floresan sinyallerinin net ayriminin gergeklesebilmesi adina birincil
antikorlardan birine 488 A igeren digerine ise 647 A ikincil antikor kullamldi. Ozellikle
farede iiretilen antikorlarin kullanimindan ciddi arka plan sinyali olusturmasi nedeni
ile kaginildi. Bu amagla ikili boyamalarda genellikle donkey-anti-goat-Alexa fluor
PLUS-488 ve donkey-anti-rabbit-Alexa fluor PLUS-647 kullanildi. Kardiyak
glutamaterjik afferent inervasyonun dagilimmi ve lokalizasyonunu global kardiyak
inervasyon modeli ve sempatik efferent fiberler ile karsilastirmali olarak arastirmak
icin ilk olarak vahsi tip farelerin kalpleri Pan-néronal marker TUJ1 proteini (Sekil
6.31, 6.32) ve sempatik efferent spesifik marker olan anti-TH antikoru ile

immiinokimyasal yontemle boyandi (Sekil 6.33).
6.6.1. Kalbin TUJ1 pozitif fiber genel inervasyonunun haritalanmasi

Tekli antikor immiinokimyasal boyamas: ile kalbin genel inervasyon haritasi
LSMS880 konfokal mikroskobunda 5X objektif ile ¢ekilen goriintiiler ile olusturuldu.
TUJI proteini i¢in immiin igaretlenmis vahsi tip fare kalplerinde, tiim sinir liflerinin
global haritas1 kalbin hem dorsal hem de ventral yiiziinde yogun sekilde inerve olarak
gosterildi (n: 3, Sekil 6.31, Sekil 6.32 A). Genel olarak, TUJ1-IR liflerinin, kalbin
dorsal yiiziinde ventral yiiziinde gore dnemli 6l¢iide daha yogun yerlesim gosterdigi
goriildii (p= 0.02, Sekil 6.32 B). Ilging bir sekilde, >~5um’dan daha biiyiik ve
<~5um’dan daha kii¢clik TUJ1-IR sinir lifi demetlerinin dagilimi1 dorsal yiizde benzer
bir dagilim gosterirken, <~5um’dan daha kiiciik olan sinir aksonlar1 ventral yiizde

onemli dl¢iide daha yiiksek prevalans gosterdi (p= 0.042, Sekil 6.32 C).
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C57BL/6) - TUJ1

Sekil 6.31 C57BL/6J vahsi tip farelerin kalbinin dorsal (sol panel) ve ventral (sag
panel) yiiziinde anti-TUJ1 antikoru ile tiim inervasyonun global gériiniimii. Olgek
cubuklar1 1 mm'dir.
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Sekil 6.32 C57BL/6J vahsi tip farenin kalbinde 3B kardiyak inervasyonunun dorsal ve
ventral yiizde karsilagtirmali analizi. A. TUJ1 immiin boyama ile vahsi tip kalbin sinir
yogunluklarimin dorsal ve ventral ylizde gortiniimii ve B. 6l¢timii (p= 0.02, ttest) n=3.
C. TUJI-IR ile C57BL/6J'nin ventral ve dorsal yiiz > Sum ve < Sum ¢apindaki sinir
liflerinin prevalanslari (p=0.042, t-testi) n=3. Olgek ¢ubuklar1 1 mm'dir.
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6.6.2. Kalbin TH-IR sempatik inervasyonunun haritalanmasi

Afferent inervasyonun tiim kalpteki aksonal ve sinir sonlanma paternlerindeki
efferentlerden farkini incelemek igin VGLUT2¢;Ai9 ikili transgenik fare kalpleri
anti-RFP ve anti-TH antikorlar1 ile birlikte immiino isaretlemesi gerceklestirilmeden
once vahsi tip fare kalplerinde anti-TH ile immiino isaretleme yapildi. VGLUT2
eksprese eden afferentlerden farkli olarak, dorsal goriinimde TH-IR -efferent
inervasyonu ventrikiillerin iist yiiziinde daha kalin lif demetlerinin oldugu ve

dallanarak apekse dogru inceldigi gosterildi (Sekil 6.33, Sekil 6.25).

C57BL/6J-TH

Dorsal
|eJauUdA

Sekil 6.33 TH-IR sempatik liflerin C57BL/6J vahsi tip kalplerin dorsal (sol panel) ve
ventral (sag panel) yoniinde genel goriiniimii. Olgek ¢ubuklar: 1 mm'dir.

6.6.3. Kalbin VGLUT?2 ifade eden afferent inervasyonunun sempatik ve genel

inervasyon ile birlikte goriintiillenmesi

Vahsi tip ve VGLUT2¢™;Ai9 transgenik fare kalpleri Pan-noronal marker TUJ1
proteini, sempatik efferent spesifik marker olan TH ve/veya VGLUT2 ifadesi ile
iligkili tdTomato floresan siddetini arttirmak igin RFP (Sekil 6.34, Sekil 6.35)
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antikorlari ile immiinokimyasal olarak boyandu. Ikili antikor stratejisinde antikorlarin
birlikte eklenmemesi nedeni ile teknik olarak tek antikorlu immiino isaretlemenin iki
kat1 stirede kalpler goriintiileme i¢in hazir hale getirildi. Kalplerin 5X global ve 20X

ve alan yakinlastirilarak yapilan manuel biiyiitme ile detayli ¢ekimler gergeklestirildi.

6.6.3.1. Kalbin afferent inervasyonunun genel inervasyon ile birlikte

goriintiilenmesi

VGLUT2;Ai9 transgenik farelerin kalbinde ikili immiino-etiketleme stratejisi
kullanarak TUJ1-IR agu ile birlikte RFP-IR ile glutamaterjik afferentler isaretlenerek
iki popiilasyon birlikte degerlendirildi (Sekil 6.34 A). Ayrintili yiiksek biiyilitmeli
goriintiilemede, RFP-IR glutamaterjik ndronlarin TUJ1 proteininin ifadesi ile lokalize
oldugu ancak farkli olarak ¢igek benzeri sinir uglar1 (Sekil 6.34 B, B') ile birlikte
varikoz yapilarin da (Sekil 6.34 C) isaretlendigi gosterildi. Varikozlar, VGLUT2
eksprese eden afferentlerin tek aksonlar1 boyunca saptanabildi (Sekil 6.34 C'). Toplam
yogunluk analizine gére, VGLUT?2 eksprese eden kardiyak afferent inervasyonu TUJ1
ekspresyonu ile tespit edilen toplam inervasyonun %20-30"u olarak tespit edildi (Sekil

6.27 A, 6.32,6.34 A).
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VGLUT2%¢; Ai9 RFP (tdTomato), TUJ1

Sekil 6.34 TUJ1-IR ve VGLUT2 eksprese eden RFP-IR isaretli afferentlerin birlikte
3B inervasyonu. A. Kalp iizerinde RFP-IR afferentleri ve TUJ1-IR sinir liflerini ifade
eden ikili immiin isaretli VGLUT2¢;Ai9 transgenik fare kalbinin goriintiilenmesi.
(A)'da kutulanmis ¢icek benzeri sinir uglarinin (B, B') ve afferentlerin varikoz
yapilarinin ayrintili gériiniimii (C, C') ayr1 ayr1 gosterilmistir. (A), 5X biiylitme ile
cekilmigtir. (B) ve (C), 20X biiyiitme ile toplanmistir. (B') 2X, (C') 6.4x yakinlastirma
ile ¢ekildi. (A) i¢in 6lgek ¢ubuklar: 1 mm'dir; (B) 200 um, (B’) ve (C) i¢in 20 pum; ve
(C") i¢in 5 pm’dir.

6.6.3.2. Kalbin afferent inervasyonunun sempatik inervasyondan ayristirilmast

Afferent inervasyonun tiim kalpteki aksonal ve sinir sonlanma paternlerindeki
efferentlerden farkini incelemek amaciyla VGLUT2¢;Ai9 fare kalplerinin anti-RFP
immiin boyamas: ile afferentler isaretlenirken, anti-TH antikoru ile sempatik lifler
isaretlendi (Sekil 6.35, Sekil 6.36). Farkl1 iki dalga boyuna ait antikorlar ile isaretlenen
kalpler LSM880 konfokal mikroskobunda iki ayri lazerle uyarilarak goriintiilendi

(Sekil 6.35). Bulgularimiz, noradrenerjik ve glutamaterjik fasikiiller iceren ¢ok sayida
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sinir demetinin ventrikiil boyunca birlikte ilerledigini gosterirken, fasikiillerden
dallanan yalnizca TH-IR liflerin de tespit edildigini ortaya koydu (Sekil 6.34). Cicek
benzeri sinir sonlanmalari, sempatik lifler tarafindan degil, yalmizca RFP-IR olan
glutamaterjik afferentler tarafindan gériintiilendi (Sekil 6.35 B, B', E). Onemli olarak,
kardiyak afferentleri temsil eden RFP-IR, yalnizca aksonlarda ve sinir uclarinda
saptanirken, kalp boyunca VGLUT?2 ifade eden herhangi bir afferent soma saptanmadi
(Sekil 6.35 B, C).

Boyama ve goriintiileme yaklasimimizla, kardiyak gangliyonlar da bulunan
ndronlarin degisen sekilleri ve yogunlugu ile belirgin bir sekilde tespit edildi (Sekil
6.13 D, 6.35 C, C'). Yiiksek biiyilitmeli goriintiileme ile TH-IR gosteren kiiglik
gangliyonlar, kiigiik yogun floresan hiicreler (SIF) (67) ve kalp kas lifleri ¢evresindeki
varikozlar (182) iizerinde VGLUT2-afferentlerinin hiicresel sonlanmalar1 ayrintili
sekilde gorsellestirildi (Sekil 6.35 C). Global goriintilleme sonrast kalbin farkl
bolgelerinden yapilan goriintiilemelerde fasikiiller igerisinde birlikte seyreden
sempatik ve afferent lifler sonlanmalarda birbirinden ayristig1 gézlemlendi (Sekil 6.35

D, E).
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VGLUT2¢®; Ai9 RFP (tdTomato), TH

Sekil 6.35 TH-IR sempatik lifler ve VGLUT2 Cre bagimli tdTomato ifade eden RFP-
IR afferentlerin birlikte inervasyonu. A. Efferent ve afferent inervasyonun birlikte
haritalanmasinin global goriintlisii. Yalnizca RFP-IR olarak goriintiilenen ¢igek
benzeri akson sonlanmalar1 (B, B') ve TH-IR ana néronlart ve SIF hiicreleri (C, C")
tizerindeki RFP-IR afferent peri-hiicresel sonlar. D. Fasikiiler liflerin igerisinde
efferent ve afferentlerin goriintiileri. E. RFP-IR olan ¢icek benzeri sonlanmalarin
fasikiillerden dallanmig goriintiileri. (A), 5X biiylitme ile ¢ekilmistir. (B), (C), (D) ve
(E) 20X biiyiitme ile toplanmistir. (B') ve (B') 2.5X yakinlastirmaya sahiptir. (A), i¢in
ol¢ek cubuklar: 1 mm'dir; (B), (B’), (C), (C), (D) ve (E) i¢in 20 um’dir.
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Sekil 6.36 VGLUT ™;Ai9 transgenik fare kalbinin ventrikiiliinde afferent ve efferent
sinir lifinin birlikte goriintiilenmesi. A. Efferent liflerin TH-IR (magenta) ve afferent
liflerin RFP-IR (yesil) ile birlikte isaretlenmesi. 40X biiyiitme ile alinan goriintiide
TH-IR sempatik akson lifleri, VGLUT2 ifade eden duyu lifleri ile ¢evrelenmistir.
(A)'da gosterilen sinir uglarmin ayrintili goriiniimii, (A')'da ayrica gosterilmistir.
(A'")'daki ¢icek spreyi morfolojisi, (A")'deki yakinlastirilmis goriintiide gosterilmistir.
Olgek barlari: 20 pm’dir.

6.7. Spinal ve Vagal Kokenli Duyu Noéronlarmin Kalp Fonksiyonu Uzerine

Etkilerinin Optogenetik Yontemlerle Tamimlanmasi

Kalbin sempatik ve parasempatik sinir sistemi ile yogun olarak inerve edildigi
ve fonksiyonlar1 bilinmektedir. Ancak literatiirde afferent inervasyonun kalbin
yiizeyinden tasidigi bilgi hala net olarak tanimlanabilmis degildir. Afferent
inervasyonun kalbin fonksiyonuna etkisinin ortaya ¢ikarilmasi optogenetik
teknolojisinin yardimiyla gerceklestirilebilir. Bu nedenle fare kalbini inerve eden duyu
sinir fasikiillerinin optogenetik uyarim yolu ile depolarize edilebilmesi i¢in ilk olarak
duyu sinirlerinde 465-495 nm dalga boyunda 151k ile aktiflesen ChR2 proteininin
tirettirilmesi gerekmektedir. Tez calismasinda iki farkli strateji ile VGLUT2-Cre

farelerin fonksiyon c¢aligmalarinda kullanilabilir hale getirilmesi planlandi. 1.
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VGLUT2-Cre farelerde ChR2 iiretimi viral yontemle yapilmaya ¢alisildi (Sekil 6.37).
2. Cre-loxP sistemi kullanilarak VGLUT2-Cre transgenik faresinin loxP-ChR2
transgenik fare ile caprazindan elde edilen VGLUT2::ChR2-eYFP ikili transgenik
fareler kullanildi (Sekil 6.38).

\
Retro AAV-flex-chr2-eYFP

Sekil 6.37 VGLUT-Cre transgenik farenin kalbine viriis enjeksiyonu sonrast AKG
gangliyondan dallanan aksonlarin optogenetik olarak uyarilmasinin gematik gosterimi.

Sekil 6.38 VGLUT“;ChR2-EYFP transgenik farenin vagus sinirinin optogenetik
olarak uyarilmasinin sematik gosterimi.

6.7.1. Kanalrodopsin iiretimi viral yontemle gerceklestirilerek AKG kokenli

duyu noronlarinin isaretlenmesi ve fonksiyonel olarak degerlendirilmesi

Viral yontem kullanilarak kalbe 6zgli duyu ndronlarimin isaretlenmesi ve

optogenetik uyari ile fonksiyon ¢alismalar1 yapilmasi planlandi. Bu dogrultuda uygun
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viriis liretimi sonrasi viriis miktar hesaplamasi, in vitro’da uygulanmasi ve sonrasinda

kalbe, AKG govdelerine ve intratekal enjeksiyonlari gergeklestirildi.
6.7.1.1. Viriis iiretimi ve hiicre kiiltiiriinde degerlendirilmesi

Virtiis liretimi i¢in 1. Viriisiin kapsidini olusturacak plazmid, 2. Kapsid igerisinde
yer alacak ve iirettirmek istedigimiz proteini i¢eren plasmid ve 3. Viriis olusumuna
yardimct proteinleri igeren yardimci (helper) plasmidi gerekmektedir. Addgene
firmasindan temin edilen plasmidlerin viriis {retimi i¢in gerekli miktarlara
cogaltilmasi ve saflagtirilmasi gergeklestirildikten sonra retrograd ileryen Retro-AAV
kapsidi ve periferik sinir sistemini enfekte eden yakin zamanda tasarlanip iiretilen
PHP.S-AAV kapsidi kullanildi (172). pAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-
EYFP-WPRE-HGHpA plasmidini i¢eren viriis iiretimi i¢in her iki kapsid de kullanildi.
In vivo uygulamalar 6ncesi elde iiretilen viriislerin hesaplamalarla tutarli olarak
enfekte orani in vitro ortamda degerlendirildi. HEK293-AAV hiicrelerinde iiretilip
saflastirildiktan sonra qRT-PZR yontemi ile titre edilerek mikro litrede 4x10'° viriis
partikiilii oldugu belirlendi. Uretilen viriis in vivo ortamda denenmeden 6nce in vitro
ortamda VGLUT2-Cre transgenik fareden izole edilen ve kiiltiir edilen AKG noron
hiicreleri viriis ile transfekte edildi. Kontrol hiicrelerine gére ChR2-EYFP filizyon
proteininin sinyallerinin anlamli sekilde artmis oldugu gorildii (Sekil 6.39).
Laboratuvarda tirettigimiz viriise ek olarak Addgene firmasindan temin edilen AAV-
CAG-hChR2-H134R-tdTomato (AAV Retrograde) (Addgene #28017-AAVrg) viriisii
titresi 1.87x10'® olmasina ragmen soguk zincirde taginmamasi sebebi ile q-RT-PZR
ile yeniden titre edilerek konsantrasyonu belirlendi ve in vitro’da HEK hiicrelerinde,
in vivo’da da kalbe enjekte edilerek kontrol edildi. Ancak viriisiin veriminin diisiik

olusu nedeni ile ¢alismalarda kullanilmamaya karar verildi.

Kendi tirettigimiz viriisler hesaplamalar ve in vitro uygulama sonrasi in vivo

enjeksiyonlarda kullanildi.
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Sekil 6.39 Uretilen AAV-PHP.S-chr2-eYFP viriisler ile in vitro ortamda enfekte
edilmis VGLUT2-Cre transgenik fareden izole edilen AKG ndoronlari. A. Viriis ile
enfekte olmamis kontrol grubu AKG ndronlari. B. AAV-PHP.S-chr2-eYFP ile
transfekt edilmis AKG ndronlarinda 5 giin sonraki EYFP ekspresyonu.

6.7.1.2. AKG ozgii optogenetik uygulama amaciyla intratekal ve kalbe viriis

enjeksiyonu sonrasi degerlendirilmesi.

Spinal kokenli fonksiyon analizlerinin yapilabilmesi i¢in viriis enjeksiyonlarinin
direkt olarak AKG govdelerine veya intratekal olarak uygulanmasi planlandi. Ancak
PHP.S kapsidi igerisinde verilen AAV-ChR2 EYFP viriisiiniin enjeksiyondan 1 hafta
sonra disekte edilen AKG dokularinda hiicre govdelerinde ve aksonlarda EYFP
proteininin ¢ok az ifade edildigi kalbe dallanan aksonlarda ise ifade edilmedigi
gorilintiilendi (Sekil 6.40). AKG aksonlarinda ifadesi konfokal mikroskobu altinda
gorlintiilenen EYFP proteinin (Sekil 6.40 A) ¢ok az sayida AKG gdvdelerinde ifadesi
gosterildi. (Sekil 6.40 B). Bir diger yontem olarak, kalbin yiizeyine yapilan retrograd
olarak ilerleyen virlis enjeksiyonu sonrasi izole edilen AKG ve NG gdvdelerinde
herhangi bir EYFP ifadesine rastlanmadi (Sekil 6.41). Bu sonuglar dogrultusunda
iiretilen viriis titrelerinin in vitro uygulamalarda yeterli ancak in vivo uygulamalar igin

yeterli olmadigi yapilan tekrarli deneyler ile dogrulandi.
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Sekil 6.40 VGLUT2-Cre transgenik fareye intratekal PHP.S ChR2 eYFP viriis
enjeksiyon sonrast AKG doku goriintiilemesi A. T3 segmentine ait AKG aksonunda
ve B. T4 segmentine ait AKG gdvdesinde EYFP protein ifadesi.

Sekil 6.41 VGLUT2-Cre transgenik farenin kalbine RetroAAV ChR2 eYFP viriis
enjeksiyonu sonrast doku takibi. A. Viriis enjekte edilmeyen VGLUT2-cre transgenik
fareye ait kontrol AKG dokusu. Viriis enjekte edilen fareye ait B. NG ve C. AKG
dokusu.

6.7.2. Transgenik fare modellerinde kalbe 6zgii duyu noronlarimin fonksiyonel

olarak degerlendirilmesi

Biitlin duyu ndronlarinda kanalrodopsin 2 geni ifade edecek transgenik soylarin
iiretimi Cre-loxP sistemi kullanilarak gergeklestirildi. VGLUT2 geni kontroliinde cre
rekombinaz proteini iireten transgenik fare (VGLUT2-Cre), loxP sekans dizisi igeren

ve hiicrelerde transkripsiyonu sadece Cre rekombinaz aktivitesine bagimli olarak
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gerceklesebilen kanalrodopsin2-EYFP flizyon geni igeren transgenik fare ile lireme

kafesleri olusturuldu.

VGLUT2::ChR2-EYFP ikili transgenik farelerin 465-495 nm dalga boyuna
sahip 151k uyarisina yanitinin kontrolii fiberin farelerin ayagina tutulmasi ile
gerceklestirildi. Vahsi tip farelerde ve VGLUT2::ChR2-EYFP ikili transgenik
farelerde kontrollii olarak gerceklestirilen caligmada kanalrodopsin ifade eden
farelerin ayak ¢ekme refleksinin oldugu vahsi tip farelerde ise herhangi bir yanit
olusmadig1 gozlemlendi. Ayak ¢ekme hareketi ile fonksiyonel olarak dogrulanan
farelerin vagus siniri uyarilmasi ile es zamanli olarak alinan EKG kayitlart
incelendiginde atim sayisinda herhangi bir degisiklik tespit edilememesi nedeni ile
optogenetik uygulamalar fareler ketamin/rompun ikilisi yerine isofluran sistemi
kullanilarak anestezi altina alindi. Tez kapsaminda yapilan in vivo fare deneylerinde
anestezik madde olarak Ketamine ve Rompun kimyasallar1 intraperitoneal olarak
uygulanmaktadir. Ketamin molekiiliiniin beyindeki N-Methyl-D-Aspartate (NMDA)
reseptorlerini blokladigi gosterilmistir (183). NMDA reseptorleri, 6grenme ve hafiza
icin gerekli olan sinaptik iletim ve plastisitede dnemli rollere sahip glutamat kapili
kalsiyum gecirgen iyon kanallaridir. Duyu sinir uglarindan arka beyinde salgilanan
glutamate molekiilleri NMDA reseptorlerine baglanarak tasinan duyu sinyalinin
merkezi sinir sistemine iletilmesinin saglarlar. Ketamin NMDA reseptorlerini
bloklayarak glutumat {izerinden duyu iletimini engeller ve farenin uyusmasi boylelikle
saglanmig olur. Rompun / Xylazine molekiilii ise merkezi alfa-adrenerjik reseptorlere
baglanarak merkezi sinir sisteminde dopamin ve noradrenalin salinimini disiiriir ve
yatistirict, kas gevsetici ve analjezik olarak kullanilir. Ketamin ve Rompun birlikte
kullanilarak farelerin iskelet kaslarinda gevseme saglanmis olarak operasyona tepkisiz
hale getirilmis oluyorlar. VGLUT2::ChR2 ikili transgenik fareler optogenetik uyarim
deneyleri i¢in Ketamin-Rompun ile anesteziye alindilar. Vagal stimiilasyon sonucu
EKG’de bir degisim elde edilemedi. Yiiksek siddette yapilan uyariya ragmen EKG’de
herhangi bir etki goriilmediginden literatiirdeki bilgiler dogrultusunda anestezik
madde degistirilmesi ile isofluran sistemini kullanildi. Optogenetik uyarim sirasinda
kalbin elektriksel aktivitesinde meydana gelen degisimler es zamanli EKG kayitlari
alinarak takip edildi. Uyar1 oncesi, sirasinda es zamanlh olarak ve sonrasinda EKG

kayitlar1 i¢in Biopac MP36 Sistemi cihazi kullanildi.
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Optogenetik uyar1 deneylerinde AKG kokenli kalbe 06zgili afferentlerin
fonksiyonlarmin ayrigtirllmasinda planlanan viral uygulamalar yeterli verim
alinamamasi nedeni ile uygulanamadi. Viriis uygulamasi yerine loxP-ChR2 transgenik
soyu kullanilarak optogenetik uyarilarin yanitlar1 es zamanli olarak alinan EKG

kayitlari ile analiz edildi.

VGLUT2-Cre::ChR2 ikili transgenik farelere optik fiber araciligi ile vagus
sinirinin alt dalina, kalbe ve T-segmenti AKG’lere diod lazer fiber 151k kaynagiyla 50-
100 mWatt arasinda degisen lazer giicii kullanilarak, 5 ms pulse , 50 Hz olacak sekilde
10 sn boyunca uyarildi. Uyarim sonucunda kalpte meydana gelebilecek kasilip
gevseme kinetigindeki degisiklik es zamanli EKG ile takip edildi. Vagal uyari ile es

zamanli olarak kalp atim ritminde azalma gozlendi (Sekil 6.42).
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Sekil 6.42 VGLUT2-Cre:ChR2 transgenik farede vagal demetinin optogenetik
uyariminin kalp atimina etkisinin EKG ile gosterimi. A. Optogenetik uyarim Oncesi,
10 saniyelik uyarim ve uyarim sonrast EKG dalgalarinin gériiniimii. B. Uyarim 6ncesi
ve uyarim baslangicindaki EKG dalgalarmin biiyiitilmis goriintiisi. C. Uyarimin
bitisi ve uyarim sonras1 EKG dalgalarinin biiyiitiilmiis goriintiisii. Mavi renkli ampul:
optogenetik uyarimi siirecini gostermektedir. Mavi alanla gosterilen alan uyari
zamanindaki EKG dalgalarim1  gdstermektedir. Diger alanlar lazer uyarisinin
yapilmadig1 zaman dilimindeki EKG kaydidir.
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Spinal kokenli duyu néronlarinin kalp fonksiyonu iizerine etkilerinin in vivo
transgenik fare modellerinde optogenetik yontemlerle tanimlanmasi igin
VGLUT?2::ChR2 transgenik faresinde AKG gdvdelerinin ve kalbe dallanan fiberlerin
cerrahi yontemlere kaslarin arasindan goriiniir hale getirilip optik fiber yardimu ile
uyarict 151831 AKG govdesine veya aksonuna uygulanmasi planlandi (Sekil 5.10).
Kalbe inervasyonu olan AKG néronlarinin gdvdelerinin ¢ogunlukla T1-T4
segmentinde oldugu bilinmektedir. Bu segmentlerin farenin sirtinda omuz
kemiklerinin altinda yer almasi nedeni ile anatomik olarak alt segmentlere gore cerrahi
olarak ulasilmasimin daha zor oldugu yapilan operasyonlarda tespit edildi. Teknik
olarak mevcut sartlar ile spinal kdkenli duyu néronlarinin uyarilmasi ve fonksiyonel

analizinin yapilmasi saglanamadi.

VGLUT2::ChR?2 ikili transgenik fare disinda AKG 6zelinde ifadesi dogrulanan
genlere ait Mrgprd::tdTomato, Pvalb:: tdTomato, Slc17a8:: tdTomato ikili transgenik
farelerin iiretimi yapilip dogrulamasi genotipleme ve goriintiileme teknikleri ile
yapildi (Sekil 6.2, 6.3 ve 6.4). Ancak ii¢ fare soyunun da global kalp inervasyonu
goriintiilemelerinde akson sonlanmalarina hi¢ veya az sayida rastlanmasi nedeni ile

optogenetik uyari ile fonksiyon ¢aligmalar1 gergeklestirilemedi.

6.8. MI Sonras1 Kardiyak Afferent, Sempatik Global Sinir Aginin Yeniden

Modellenmesi

Saglikli kalpte glutamaterjik afferent inervasyonunun global haritasinin
goriintiilenmesi kalpte hasar olusturan miyokard infarktiis sonrasi inervasyondaki
degisimi ve yeniden diizenlenmesini kiyaslamak i¢in bu tez kapsaminda yapilan
onemli bir calismadir. Biitlinciil 3B goriintiilemenin sagladig1 kapsamli analiz imkant1
ile saglikli-MI sonras1 genel sinir ag1, sempatik ve afferent kiyaslamasi yapildi. Tez
caligmasinda elde edilen biitiinciil goriintiiler infarktiisiin 6zellikle hasar alani, hasar
cevresi ve hasara uzak alanda yarattifi etkinin kapsami hakkinda detayli bilgi

vermektedir.
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6.8.1 MI Modeli Optimizasyonlari

MI kaynakli iskemik kardiyak hasarindan sonra glutamaterjik afferentlerin ve
genel sinir aginin noral yeniden sekillenmesini karakterize etmek i¢in VGLUT2¢™;Ai9
transgenik farede veya vahsi tip kontrollerinde, inervasyon modelleri ve sinir
filizlenmesi goriintiileme ile gosterilirken hasarin kalbin elektrofizyolojisine etkisi
EKG cihaz ile alinan kayitlarla analiz edildi. Miyokard infarktiis modeli i¢cin LAD
koroner arterin baglanmasi, kuru buz ile dondurulmus ve kdoreltilmis metal enjektor
ucunun kalbin yilizeyine dokundurulmasi ve bu islemin birden fazla kez tekrarlanmasi
gibi yontemler denendi. Islem sonrasi biitiin farelerden akut ve ge¢ dénemde EKG
cekimleri gerceklestirildi. Biitiin modellerde hasar olusumu saglanmis olmasina
ragmen kuru buz yonteminin tekrarlanabilirligi ve farkli farelerde kalp atarken benzer
bolgeye islem uygulanmasi problemi olustugundan MI modelini olusturmak i¢in, LAD
koroner arteri kalict olarak baglanmasi yontemi tercih edildi (Sekil 6.43). Farenin
entiibasyon ile stabilize hale gelmesini takiben gogiis kafesi agilarak kalp goriiniir hale
getirildi. Kalbin yiizeyindeki perikard tabakasinin agilmasi ile kalbin oryantasyonun

gore LAD emilebilir ve ince ip ile dikildi (Sekil 6.43) (22,150).

7
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Sekil 6.43 MI modelinin grafiksel ve kalp lizerinde gdsterimi A. LAD nin baglanmasi
ile MI modeli olusturulmasi (mavi: LAD, kirmiz1: iplik), B. MI sonrasi kalbin ventral
yoniinde meydana gelen doku hasar1 goriintiisii.

LAD baglanmasi1 sonrasinda fare sag kalim oranimin diisiik olmasi sebebi ile
entiibasyon siiresinin minimize edilebilmesi i¢in operasyon sirasinda EKG ¢ekiminin
kay1t alinabiliyorsa yapilmasina, cihazin optimizasyonu gerekiyorsa EKG ¢ekiminin
islem sonrasi yapilmasi ile elektrofizyolojik kayitlar alindi. Boylelikle farelerden
alinabiliyorsa operasyon Oncesi, sirast ve hemen sonrasinda elektrokardiyografik
kayitlar alindi. MI sonrasi farelerde ST segment depresyonu elektrokardiyografi ile MI
oncesi kayitlarla kiyaslanarak dogrulandi (Sekil 6.44).
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Sekil 6.44 Farelerin elektrokardiyogrami (EKG). A. Farelerin saglikli durumu i¢in
baslangi¢ EKG kaydi ve (B) MI sonrasi 5. giin ve (C) 20. Giin EKG kayd.

Operasyon sonrasinda bakimlar1 saglanan fareler farkli zamanlarda
degerlendirilmek tizere 1, 14, 21 ve gec giin (40-45) olacak sekilde perfiize edildiler.
Immiino boyama ile elde edilen veriler dogrultusunda ii¢ hafta sonra (21. giin) hasarl
alanda akson yenilenmesinin bagladig1 ve yeniden dallanmanin goriintiilenebildigi
tespit edildi (Sekil 6.45). Bununla birlikte baz1 kalplerde MI sonrasi kas hasarinin
olustugu ve arka plan sinyalinin artis1 nedeni ile akson fiberlerinin goriintiillenmesini

imkansiz kildig1 goriildii (Sekil 6.46).

Sekil 6.45 VGLUT2::ChR2 transgenik fare kalbinde LAD baglama ile olusturulan
miyokard infarktiisiin farkli zamanlarda degerlendirilmesi. MI sonrast A. 1. giin, B.
21. giin ve C. 40. giin anti-RFP ile immiino isaretleme sonras1 kalplerin 5X objektif ile
goriintiilenmesi. Olgek barlar1 1mm’dir.
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Sekil 6.46 VGLUT2::ChR2 transgenik fare kalbinde LAD baglama ile olusturulan MI
sonras1 olusan kas hasarimin goriintiilenmesi. A. MI sonrasi anti-RFP ile immiino
isaretlenerek 5X objektif ile goriintiilenmesi. Olgek barlar1 1mm’dir.

6.8.2 MI Sonras1 Kardiyak Afferent Agmin Yeniden Modellenmesinin

Goriintiilenmesi

MI sonras1 21. giinde perfiize edilen kalplerin 3B goriintiilemesinde, saglikli
bolgeye kiyasla miyokard bolgesinde giiglii bir otofloresan arka plan belirgin sekilde
gortintillendi. VGLUT2¢"%;Ai9 transgenik fare Kkalplerinin anti-RFP immiino
isaretlenmesinden sonra skar alaninda otofloresan arka planinda kas dokusu kaybini
gosteren keskin bir diislis saptandi (Sekil 6.47 A). Miyokard tabakasindaki incelme
perfiizyon sirasinda soliisyonlarin enjektor ile damarlardan verilmesi ile kalbin sisip
biiziismesi sirasinda gozle anlasilmaktadir. Bazi kalplerde incelmeye bagli olarak
incelen kas tabasi seffaf bir perde gibi goriinmektedir. Skar alan1 ¢cogunlukla ventral

ve devaminda dorsal yiizde olacak sekilde MI sonrast VGLUT2::tdTomato ikili
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transgenik fare kalbinde goriintiilendi (Sekil 6.47 A, B). Skar alan ve sinir bolgesindeki
afferent agin yapisinin, ayni kalpte skar alanina uzak dokuyla karsilastirildiginda
biiylik dlgiide fiber devamliliginin bozuldugu tespit edildi (Sekil 6.47 A ve B, sol
panel). Goriintiiler iizerinde yapilan otomatik fiber izleme analizi, VGLUT?2 ifade eden
kalin afferent fiberlerin devamliliginin olmadigini (Sekil 6.47 A ve B, sag panel) ve
ince fiberlerin sinir bolgesinde organize olmayan bir diizenle dagildigint gosterdi
(Sekil 6.47 a, b, a’ ve b’). Hasar bolgesinin i¢inde nadiren ince aksonlar veya sinir
uclar1 saptandi (Sekil 6.47 ¢ ve ¢’). Ayrica, MI bdlgesine uzak saglikli (Sekil 6.47 d
ve d’) kalp dokusuna kiyasla infarktiis siir bolgesinde (Sekil 6.47 a, b, a’ ve b’)
afferent hiperinervasyon prevalansinin 6énemli 6l¢iide arttig1 gosterildi (p<0.003, n: 5
Sekil 6.48 A). MI sonrasi goriintiilenen kalplerde saglikli kalplere kiyasla, ventral
ylizde hem ince (<5um) hem de kalin (>5um) sinir lifleri i¢in toplam yogunluk

prevalansi kalp genelinde bir azalma gosterdi (n: 4, Sekil 6.48 B).

VGLUT?2¢¢; Ai9 - REP

Ventral

Dorsal
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Sekil 6.47 MI sonras1 yeniden sekillenen afferentlerin goriintiilenmesi. A. Ventral
yondeki ve B. dorsal yondeki (solda) VGLUT2 eksprese eden glutamaterjik
afferentlerin anti-RFP ile immiinokimyasal boyama sonras1 5X objektif ile genel
goriiniimii ve VGLUT2¢™; A9 fare kalbinin sinir ¢ap1 dl¢iimleri i¢in (sagda) tiiretilmis
renk kodlu haritast; a-d. ve a’-d’. MI skar siir bolgesi ve iskemik alan etrafindaki
noral filizlenmenin (A) ve (B)'de gosterilen kutulu alanlarin 20X objektif ile
yakinlastirilmig goriiniimii. A ve B 5X objektifle ¢ekildi ve dlgek barlart Imm’dir. (a-
d) ve (a’-d’) 20X objektif ile ¢ekildi ve dlgek barlar1 20 pm’dir.
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Sekil 6.48 VGLUT2;Ai9 transgenik fare kalplerinin ventral yonde MI bolgesinin
saglikli alan veya kalplerle karsilastirmali analizleri A. Infarktiis alan1 ¢evresindeki 3
bagimsiz alan i¢in sinir yogunlugunun ayni kalpte MI bélgesinden uzak saglikli alan
ile karsilagtirmali ol¢iimii (n = 5 kalp, p= 0,003). C. Saglikli ve MI sonrasi
VGLUT2¢"¢;Ai9 transgenik fare kalplerinin ventral yonde ¢aplari >5 uM ve <5 uM
olan fiberlerin yogunlugunun Sl¢iilmesi (n = 4 kalp).

6.8.3 MI Sonras1 Kardiyak Biitiinciil Sinir Aginin Yeniden Modellenmesinin

Goriintiilenmesi

MI sonrast biitiin sinir aginin goriintiilenmesi i¢in vahsi tip farelere ait kalplerin
pan-ndronal markdrii TUJ1 immiino isaretlenmesi ile hasar bolgesindeki sinir
liflerinde afferent yenilenmesi bulgularimizla benzer olarak (Sekil 6.47) skar alanda
dramatik bir azalma ve infarktiis sinir bolgesinde sinir filizlenmesinin arttig1 gosterildi
(Sekil 6.49). Bu gozlem, saglikli kalp kasina (Sekil 6.49 d) kiyasla sinir bdlgesinin
(Sekil 6.49 a, b) ve skar bolgesinin (Sekil 6.49 c) yiiksek biiyiitmeli goriintiilerinde
belirgindi.
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C57BL/6J —TUJ1

Sekil 6.49 Ventral ytlizdeki (solda) TUJ1-IR liflerinin genel goriinlimii ve sinir ¢ap1
Olciimleri i¢in (sagda) tiiretilmis renk kodlu harita. a-c. MI hasar sinir bolgesi ve
iskemik alan etrafindaki noral filizlenmenin yakinlastirilmis goriiniimii. d. MI hasar
alanina uzak bodlgenin yakilastirilmis goriiniimii. Olgek ¢ubuklar1 (A) icin 1 mm ve
5X biiyiitme ile gosterilir. Olgek ¢ubuklari, 20X biiyiitme ile 20 um (a-d) olarak
gosterilmektedir.

6.8.4 MI Sonrasi Kardiyak Sempatik Agimin Yeniden Modellenmesinin

Goriintiilenmesi

MI sonras1 sempatik inervasyonu incelemek i¢in anti-TH antikoru ile immiino
isaretli vahsi tip kalplerde afferent yeniden sekillenme gozlemlerimizle tutarli olarak
(Sekil 6.50) saglikli MI bolgesine uzak dokunun aksine (Sekil 6.50 d), sinir bolgesinde
noradrenerjik efferent reinervasyonu ve skar bolgesinde denervasyonu gosterildi
(Sekil 6.47 a, b, ¢). TH-IR efferent sinirlerinin, saglikli kalplerdeki organize aga
kiyasla iskemik alanda organize olmayan bir dagiliminin oldugu gdsterildi (Sekil 6.33,

Sekil 6.50).
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C57BL/6J - TH

Sekil 6.50 MI sonras1 sempatik efferent yeniden sekillenme. C57BL/6J vahsi tip kalpte
ventral yiizdeki (A) TH-IR sempatik efferentlerin genel gorliinimii ve sinir g¢ap1
Olciimleri (B) i¢in tiiretilmis renk kodlu harita. a-d. MI skar sinir bolgesi ve iskemik
alan etrafindaki noral filizlenmenin (A)'da gosterilen kutulu alanlarin 20X biiyiitme ile
yakinlastirilmis goriiniimii. Olgek ¢ubuklari, 5X biiyiitmede (A) ve (B) i¢in 1 mm'yi
20X biiytitmede ise 20 pm'yi (a-d) gostermektedir.

Elde edilen veriler sonucunda, tiim inervasyon, noradrenerjik sempatik
efferentler ve glutamaterjik afferentlerin, MI ile indiiklenen miyokard hasarini takiben
iskemik alanda major denervasyon ve sinir bolgesinde diizensiz reinervasyon

paternleri ile ciddi bir yeniden sekillenme gerceklestirdigi gosterildi.
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7. TARTISMA

Saglikli durumdaki kalbin duyusal sinir agi veya iskemi sonrasi yeniden
sekillenmesi (remodelling) tim organ diizeyinde biiyiik Olciide tanimlanmamugtir.
Afferent sinir liflerini 6zel olarak etiketleyebilecek belirteclerin eksikligi, kardiyak
inervasyonu olan sinir liflerinin global olarak goriintiilenmesini engellemistir. CGRP
veya Substance P gibi peptiderjik belirteclerin kullanildig1 gegmis ¢aligmalar kardiyak
afferentlerin 3B biitlinciil goriintiilenmesi konusunda eksik kalmig, kismi
goriintliilenmesini raporlamistir (67,184). Bu tez ¢alismasinda, saglikli veya MI sonrast
kalplerde transgenik fare modelleri ve geligsmis goriintiileme teknikleri kullanilarak
vagal ve spinal afferentlerin global mimarisinin haritasin1 goriintiiledik. Tiim kalp
preparatlari, atrium ve ventrikiillerdeki noron liflerinin ve akson uglarinin
immiinokimyasal 6zelliklerini smiflandirarak karsilagtirmali olarak TH proteinini
eksprese eden noradrenerjik sempatik efferentler ile VGLUT2 proteini ifade eden
glutamaterjik afferentleri yiiksek ¢oziiniirliikk ve tiim kalp diizeyinde goriintiiledik.
Detayli karakterizasyonumuz, farkli aksonal sonlanma morfolojilerinin oldugunu
ortaya ¢ikardi. Atrium ve ventrikiil 6zelinde bulunan sonlanma ¢esitleri ile birlikte tek
akson seviyesindeki lifler ayirt edilebildi. Kalp kasindan gelen otofloresan, ince akson
dallarinin ve sonlanmalarin saptanmasinda karsilastigimiz zorluklardan biriydi.
Saglikli ve MI sonras1 genel sinir agi, afferent ve sempatik inervasyonun yiiksek
¢oziiniirliikte goriintiilenebilmesi i¢in bu tez ¢alismasi kapsaminda, gesitli transgenik
fare soylarmin  belirlenmesi ve immiinokimyasal boyama siirecindeki
optimizasyonlarla birlikte kalbin 3B dorsal ve ventral yiizlerde daha Once

gosterilmeyen detay ve kapsamda goriintiilenmesi saglanmistir.

Kardiyak afferentler, kardiyak fonksiyonu ve fizyolojik parametreler hakkinda
merkezi sinir sistemine agri, basing gibi duyusal bilgi saglar. Ozellikle bu bilgilerin
arteriyel mekanoreseptorler ve kemoreseptorler tarafindan iletildigi diisiiniilmektedir.
Afferent sinirler vagal hat ve "sempatik" liflerle birlikte sirasiyla NG ve AKG’ye
gider. Intrinsik kardiyak sinir sistemi, ekstrakardiyak intratorasik gangliyonlar,
omurilik, beyin sap1 ve daha yiiksek merkezler (korteks gibi) dahil olmak iizere birden
fazla birimde afferent bilginin islenmesi, sonrasinda ise kalbin fonksiyonunu devam

ettirebilmesi i¢in efferent kardiyomotor (sempatik ve parasempatik) sinyalleri modiile
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eden birbiri ile etkilesimli geribildirim dongiileri gérev alir. Kalbi inerve eden sinir
sisteminin karmasiklig1 detayli sekilde Kalbin Inervasyonunun Atlas’i (Atlas of
Cardiac Innervation) kitabinda ele alinmistir (61). Kalbin afferent inervasyonunun
koken aldig1 6zellikle NG 6zelinde fonksiyonel ve yapisal bazi ¢aligmalar mevcuttur
(28,90). VGLUT2::ChR2 transgenik farelerde vagal afferentlerin global
aktivasyonunun parasempatik efferent etkisini (outflow) artirip sempatik efferent
etkisini merkezi olarak azaltmasi sonucu kalp atim hizin1 azalttig1 gosterilmistir (28).
Npy2r-ChR2 transgenik farelerde ise vagal afferentlerin segici aktivasyonunun

bradikardiye sebep oldugu gosterilmistir (90).

Anatomik izleme (tracing) ¢aligmalari, nodoz/juguler ganglion kompleksindeki
kardiyak vagal afferent noéronlarin medullanin traktus solitarii ¢ekirdegindeki
ndronlara yansidigini gostermistir (185). Vagal afferentlerin daha sonra parasempatik
efferent ¢ikisini modiile etmek i¢in ambiguus niikleus ve medulladaki DMV'ye,
sempatik efferent c¢ikisini modiille etmek i¢in hipotalamusun paraventrikiiler
cekirdegine sinaps yaptigr bilinmektedir (185,186). Spinal ve vagal kokenli
afferentleri isaretlemede ve fonksiyonlarini anlamada kullandigimiz VGLUT2-Cre
trans geninin DMV noéronlarinda ifade edilmedigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur
(71,72,177,178). VGLUT2-Cre transgenik fare soyuna iliskin nicel karakterizasyon
yapilitken, DMV néronlarinda  VGLUT2-Cre yonlendirmeli eEYFP ifadesinin
olmadigint gdsteren Tanaka ve grubunun caligmasinin yani sira Cheng ve ekibi ise
DMV’de saydiklar1 845 norondan sadece 6 tanesinin pozitiflik gdsterdi. (72,187).
Ancak DMV’den sadece kalbe degil, diger i¢ organlara da (mide, ince bagirsak,
proksimal kolon, karaciger, pankreas, dalak, kalp, akcigerler) projeksiyonlarin olmasi
pozitif noronlarin kalbe inervasyonunun ihmal edilebilir seviyede oldugunu

kuvvetlendirmektedir (188).

Kalbi inerve eden afferentlerin spinal ve vagal ayrimlarinin gergeklestirilmesi
ancak isaretleyici retrograd ilerleyen boya veya viriisler ile yapilabilmektedir. C4-T8
araliginda genis bir segment AKG’lerin ve NG’deki hiicre govdelerinin isaretlenmesi
ile kalbin afferent inervasyonunun molekiiler karakterizasyonu yapilmaya
baslanmistir (12). RNA sekanslama teknigi ile isaretlenen AKG ve NG noronlarinin

genel poplilasyondan anlamli olarak farli ifade edilerek ayristirilan genlerin
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belirlenmesi sonucunda AKG ve NG o6zelinde gerceklestirdigimiz ¢alismamiz bu
acidan 6nem kazanmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda 3B afferent inervasyon paterninin
goriintiilenmesi ve kalp fonksiyonuna etkisinin aragtirllmasi gerceklestirilirken
yalnizca spinal kokenli afferentlerin isaretlenebilmesi ise transkriptom verisinden

belirlenen genlere ait transgenik fareler kullanilarak olusturulmaya calisildi.

Antikor temelli yaklasimlarin, protein temelli oluslari nedeni ile akson
isaretleme agisindan dogal smirlamalar1 vardir. Ozellikle transkripsiyon faktorii olan
VGLUT2’nin ayn1 proteini isaretleyen antikorlarin baglanma kapasitelerinin perifer
ve merkezi sinir sisteminde farkli olmasi, aksonlarin detayli haritalamasinin
immiinokimyasal yontem ile gerceklestirilmesini zorlastirmaktadir. Bu tez ¢alismasina
baglarken ana planlarimizdan biri afferent, sempatik ve parasempatik efferentlerin
haritasinin aynm1  kalpte goriintiilenmesini saglamakti. Ancak teknik olarak
karsilastigimiz 1. antikorlarin bir arada etkili sekilde ¢alisamamasi, 2. parasempatik
efferentleri isaretlemede kullanilan CHAT antikorunun MSS’de c¢alisip PSS’de
caligmamasi, 3. sempatik efferentlerin goriintiilenmesinde kullanmay1 hedefledigimiz
TH-Cre transgenik fare soyunun ilk jenerasyon iiretiminden kaynaklanan genotipte
TH ifade edip, fenotipte inervasyonlarda gosterilememesi nedeni ile planladigimiz
dort fakli antikor boyamasini gergeklestiremedik. Birincil antikor ve ikincil antikor
baglanmasinin spesifikligini arttirmak i¢in oncelikle konjuge antikorlar ile boyama
islemleri gercgeklestirdik. Ancak kalbin kas yapisindan kaynaklanan arka plan
otofloresani nedeni ile sinir aksonlar1 goriintiilenemedi. Goriintiileme optimizasyonlari
kapsaminda iDISCO (158) ve CUBIC (162) gibi hidrofobik ve hidrofilik bazli doku
temizleme teknikleri kullanildi. Bu teknikler ¢ogunlukla beyin gibi yag dokusunca
zengin organlarda etkin sonuclar saglarken, kas agisindan zengin olan kalp gibi
organlarda ise arka plan otofloresan goriintiisiinii arttirdigini tespit ettik (189) (Sekil
6.19 ve Sekil 6.20). Tiim seffaflastirma protokolleri organlari olusturan temel dokunun
detayl1 bir sekilde goriintiilenebilmesini hedeflemektedir ve bunun i¢in gelistirilmistir.
Ozellikle lipit igerigi yiiksek organlarin, basta beyin ve omurilik kordonu olmak iizere,
transparan hale getirilip sinir aginin kapsamli goriintiilenmesi i¢in kullanilmaktadir
(154). Yogun kas dokusu igeren kalp vb. organlarin seffaflastirildigi ¢calismalarda ise
kas liflerinin derinlikli bir sekilde goriintiilenmesine odaklanilmistir (190). Dolayisiyla

kalp ve iskelet kas1 seffaflastiginda olusan otofloresan sinyal sarkomer yapilarinin
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ayristirtlmasint kolaylastirmistir. Bizim c¢alismamiz ise kalbi saran ve kalp kasini
inerve eden duyu sinir agin1 goriintiileme ve haritalamay1 hedeflemektedir. Dolayisiyla
seffaflasma sonucu kas dokusunda artan otoflorasan sinyal, sinir agindan gelen antikor
kaynakl florasan sinyali bastirarak tetkik edilmesini engellemistir. Kalp dokusunun
tek hiicre seviyesinde goriintiilenmesini saglayan SUT (Scheme Update on tissue
Transparency) gibi yeni teknikler gelistirilmistir (191). Arastirmacilar SUT yontemi
ile seffaflagtirma sonrasi kardiyak Troponin I, kollajen I, alfa tubulin gibi antikorlarla
yapilan immiino boyama islemi yaparak kalbi olusturan hiicrelerin goriintiilenebilmesi
saglamistir (191). Ancak bu calisma kalbi olusturan hiicrelerin goriintiilenmesine
odaklandig1 i¢in bu yontem de kalbe inerve eden fiberlerin goriintiilemesine olanak

saglamaktan uzaktir.

Immiin boyama ve doku temizleme-seffaflastirma yontemlerinin kalbi inerve
eden fiberlerin global goriintiilenmesinde yeterli olmamasi nedeni ile transgenik fare
yaklagimi ile immiino isaretleme tekniklerini bir arada kullandik. Literatiirde,
transgenik fare ¢caligsmalarinda, noral krest hiicrelerinden tiiretilen dokular1 tanimlamak
icin Wntl-Cre rekombinaz (Cre) fareleri, tdTomato raportér proteinini ifade eden
farelerle ¢aprazlanarak kullanilmigtir. Wntl::tdTomato farelerin kalpleri, epifloresan
stereomikroskopi kullanilarak goriintiilenen kirmizi floresan ile etiketlenmis ve noral
orijinden koken alan hiicreler olduklar1 ve subepikardiyal sinir agini ayrintilarla
goriintlilendigini gosterdi (192). Tez c¢alismasinda kullanilan LSM880 konfokal
mikroskobu kullanilarak elde edilen goriintii derinligi absorbsiyon nedeniyle, goriintii
alimmi yiizeysel doku katmanlariyla sinirlandirmaktadir. Gelecekteki doku
temizlemede yapilacak teknik yenilikler ve bu sinirlamalarin bazilarinin iistesinden

gelebilir.

Seffaflagtirma uygulamadan, vagal ve spinal kokenli duyu néron aksonlarinin
kalpteki inervasyonunu yiiksek coziiniirliikte goriintiileyebilmek amaciyla sinyal-
giiriiltii oraninin yiikseltilmesine yonelik ¢aligmalar yapildi. Bu amagla standart ikincil
antikorlara gore sinyal-giiriiltii orani en az 4 kat daha yiiksek olan Alexa Fluor-PLUS
antikorlari tercih edildi. Fare kalbindeki tiim afferent liflere molekiiler erigim saglamak
icin immiinokimyasal olarak boyama teknigi ile destekledigimiz Cre-loxP transgenik

stratejisi kullandik. Periferik duyu sinirlerinin glutamaterjik kimliginden yararlanarak,
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VGLUT2 genetik lokuslar tarafindan kontrol edilen Cre rekombinaz aktivitesinin,
spinal ve vagal bilesenleri kapsayan kalbin tiim afferent liflerinde tdTomato floresan
proteininin ifade edildigini gosterdik. Bu nedenle, bu yaklagim bize saglikli ve
infarktis kosullar1 altinda kalbin duyusal sinir yapisinda meydana gelen
degisikliklerini arastirmak i¢in goriintiileme imkan1 sagladi. Kalbin dorsal ve ventral
yiizinlin 3B olarak goriintiilenmesi bize inervasyon paterninin degerlendirilmesi
hususunda yardimect1 oldu. Yaptigimiz ¢oklu goriintiilemeler sonucunda kalbin dorsal
yiizde ventral yiiziine oranla daha yogun fiber oldugunu literatiirde yapilan ¢aligmalara
paralel olacak sekilde tespit ettik (28,59,131). Kalbin global inervasyonunun
goriintiilenmesi i¢in TUJ1 antikoru ve VGLUT2::tdTomato transgenik fare kalplerini
kullanarak endojen floresan sinyali olan tdTomato’nun anti-RFP kullanilarak
arttirtlmasi ile yaptigimiz immiino isaretlemede direkt antikor kullanimi ve endojen
sinyalin arttirilmasi gibi iki ayr1 yontem olmasina ragmen benzer sonuglar elde ettik.
Cok sayida transgenik ve vahsi tip fare kalbinde yapti§imiz immiino isaretlemeler
sonras1 goriintiilemelerde birebir ayni inervasyon paternlerinin olmadigini gordiik.
Damar yapisi ile sinir fiberlerinin birlikte konumlanmis olmasi nedeni ile kalbi
besleyen koroner arterlerin pozisyonlarindaki gesitlilige benzer bir durum oldugunu
gostermektedir. Ayni kalpte parasempatik ve duyusal sinir aglarinin birlikte
haritalanmas1  anti-CHAT antikorlarimin  periferde ¢alismamast  nedeniyle
smirlandirilmigtir. Bu siirlamayr agmak i¢in tiim kalp seviyesinde kardiyak
inervasyonu tespit etmek i¢in ¢esitli antikorlar test ettik ve ancak spesifik bir sinyal
veren antikor tespit edilemediginden parasempatik ve duyusal haritalama birlikte
yapilamadan ¢aligsmalarimiza devam ettik. Yeni molekiiler araclarin veya transgenik
modellerin gelistirilmesiyle, gelecekteki ¢alismalar eksik kalan otonomik inervasyonu

kapsayacak sekilde genisletilebilir.

Gorlintiileme teknigi varyasyonlarini egale etmek icin kalbin pozisyonel
dogrulugu saglandiktan sonra elde edilen veriler kullanilarak, ventral ve dorsal
yonlerdeki sinyal yogunlugu ile birlikte aksonlarin ¢aplari degerlendirmeye alindi.
Immiino isaretlemeye dayali yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda kalpten kalbe
varyasyonlarin olmast goz Oniinde bulundurularak optimize edilen yontem biitiin
kalplere benzer sekilde uygulandi. 3B haritanin 5X objektif yardimi ile alinip kalbin
cesitli bolgelerinin 20X ve 40X objektiflerle yapilan ¢ekimleri ile detayli bilgiler
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edindik. Kalbin atriyum ve ventrikiillerinin detayli ¢ekimleri ile global haritaya ek
olarak ayrintili sinir sonlanmalar1 ve u¢ morfolojileri kapsamli olarak goriintiilendi.
Kalp boyunca atriyumlarda belirgin sekilde yogun olan ancak yakin biiyiitmede
dikkatli bakildiginda az da olsa ventrikiillerde de bulunan dalgali sinir lifleri tespit
edildi. Ozellikle inferiyor kavo-atrial baglanti noktasinda (inferior cavo-atrial
junction) dalgali fiber yapisinin CGRP-IR ve TH-IR olduklar1 ve kan akis yoniinde
kan damarlarinin gevresinde lokalize olduklar1 gdsterilmistir (26). Tespit ettigimiz
afferent aksonal uglarin belirli bir yerde kiimelenmeyip, kalp boyunca farkli bolgelerde
bulunduklarimi gosterdik. Aksonal sonlanma morfolojileri i¢in, kalbin hem dorsal hem
de ventral yiizlerde kulak¢iklarda ve karinciklarda ¢igcek sprey uglari tespit ettik.
Ozellikle, kalbin iist béliimiinde bulunan pulmoner arter ve koroner arter iizerinde,
etrafinda cicek benzeri sinir sonlanmalar1 gozlemledik. Bulgularimiza gore cicek
benzeri sinir sonlanmalar1 boyut ve yogunluk agisindan farklilik gostermektedir (181).
Daha once, mekanosensor ve baroreseptor aktivitesi oldugu diisiiniilen ¢igek sprey
terminallerinin kismen aortik ark inervasyonunda (17,193), (26) ve ventrikiiler
endokardiyumda (15) wvarliklar1 gosterilmistir. Ayrica, mekanoreseptor ve
baroreseptor 6zelligi gosteren terminallerin dallanma tipi u¢ aglar formunda oldugu
gosterilmisken (194), u¢ ag sonlanmalarinin yogun olarak iist ve alt kavo-atriyal
bolgelerde oldugu bulgular arasindadir (15,26). VGLUT2¢; Ai9 transgenik fare
kalplerinde yapilan detayli goriintiilemelerde dallanma tipi u¢ ag sonlanmalarinin
ventrikiillere kiyasla cogunlukla atriyumlarda oldugu, serbest tek akson sinir uglari ve
cicek benzeri sonlanmalarin 6nceki raporlarla tutarl sekilde hem atriyumlar hem de
ventrikiillerde oldugu goézlendi (18,26,181). Ayrica, ventrikiillerde goriintiiledigimiz
kardiomiyositlerle paralel sekilde hizalanmis kas i¢i sonlanma tipini atriyumlarda
tespit edemedik. Verilerimiz, muhtemelen atriyumlara kiyasla daha gii¢lii kasilma
aktivitesi ile iligkili ventrikiillerdeki daha yiiksek kalp kas1 lifi igeriginden dolay1
ventrikiillerde segici olarak kardiyak miyofibrillerle intramiiskiiler dizi sinir uglarinin

hizalandigin1 gosterdi.

Afferent sonlanma tipleri Ozellikle kolon ve ince barsaklarda detaylica
calisilmistir (3,14). Gastrointestinal yolu besleyen vagal ve spinal afferentler, kismen
periferik uclarin uyaran-tepki Ozelliklerini belirleyen terminal inervasyon

modellerinde de farklilik gosterir. Vagal afferentler, liimenden emilen kimyasallara

139



(6rnegin besinler) veya enteroendokrin hiicrelerden veya lamina propriadaki immiin
hiicrelerden salinan aracilara maruz kaldiklar1 mukozal epitelin yakininda sonlanir.
Vagal afferentler ayrica mekanik aktiviteyi saptadig: diigiiniilen intramiiskiiler diziler
ve intraganglionik laminer uglar olustururlar. Spinal afferentler ise mukoza,
submukoza ve myenterik pleksusa inerve olurlar. Ek olarak, AKG nd&ronlarinin
projeksiyonlari, genellikle kan damarlariyla baglantili olarak mezenterik baglantilarda
sonlandig1 goriilmistiir.. Bu sonlanmalar molekiiler diizeyde bu mekanoreseptor
mekanizmasinin molekiiler temeli bilinmemesine ragmen mekanik duyarlidir. Hem
vagal hem de spinal afferentler, distansiyon ve kasilmaya yanit verir, ancak vagal
afferent uclar, normal sindirim siireci sirasinda meydana gelen gerilme seviyelerine
yanit verirken, bircok spinal afferent, insanlarda rahatsizlik veya agriya yol agan

uyarilara karsi1 aktivasyon esiklerine sahiptir (195).

Tirozin hidroksilaz (TH), kalpte katekolamin salan sempatik motor liflerinde
ifade edilir (196). VGLUT2¢; Ai9 transgenik fare kalbinde yaptigimiz analizlerde
aksonlarin hem TH hem de RFP i¢in immiin reaktivite gdstermedigini ve bu néronlarin
bifenotipik yapiya sahip olmadigin tespit ettik. immiinokimyasal olarak farkli TH
veya VGULT?2 eksprese eden aksonlarin terminallerine kadar ayni fiber igerisinde
birbirleriyle yakin bir sekilde ilerledigini, sonlanma noktalarinin farkli oldugunu
goriintiilledik. Ozellikle ayristiklar1 noktalarda ¢ok sayida varikoz olusturduklari
belirlendi (197). Terminallerde, TH-IR veya RFP-IR aksonlar1 genellikle
epikardiyumda dallanmis oldugunu, burada RFP-IR aksonlarinin miyofibriller ile
etkilesime giren ¢igcek benzeri sonlanma gergeklestirdiklerini gosterdik. Afferentlerde
tespit ettigimiz ¢icek benzeri sonlanma motiflerinin literatiirde gosterildigi gibi kalbin
kasilmasi ile ilgili baroreseptér veya mekanoreseptor olabileceklerini diisiindiirdii
(17). VGLUT?2 bildiren RFP sinyali ve TH-IR sinirlerinin ne néron somatasinda ne de
sinir terminallerinde birlikte ifade edilmedigi, kalp tizerinde yapisal ve islevsel olarak
farkli desenlere sahip afferent ve efferent inervasyonu oldugunu, farkl lif yogunluklari

sergiledigini gozlemledik.

Kardiyak sempatik sinir yogunlugu, miyokardin sempatik sinir aktivitesine
verdigi fonksiyonel yanitin 6nemli bir belirleyicisidir. Kalp kasindaki sempatik

inervasyonu Ol¢cmek icin geleneksel yontemler genellikle gomme ve mekanik
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kesitlemeyi (138,198) veya dehidrasyon ve 1sitmayi (25,199) igerir. Bu tiir teknikler,
bozulmamis sistemde ortaya cikanla karsilagtirildiginda doku mikro-morfolojisini
belirgin sekilde bozabilir. Burada sundugumuz ydntem, kimyasallarla minimal
etkilesimde bulunmus, yani korunmus ii¢ boyutlu yapr kosullar1 altinda, sempatik
aksonlarin yogunlugu nicellestirilmesine izin verir. Anatomik innervasyon yogunlugu
ve noronal fonksiyon arasindaki korelasyonun kurulmamis olmasma ragmen
teknigimiz ile sagladigimiz yiiksek ¢oziiniirlitk sayesinde toplam akson uzunlugunun
hesaplanabilecegi ve kalpteki sempatik ndrotramsitoriin salimi miktari ile ne dlciide

iligkili oldugu aragtirilmalidir.

Memelilerde, IKG’larin ¢ogu, 6zellikle yag dokusuna gdmiilii olan epikardiyal
kalp hilusuna dagilmistir (200—202). Her iki atriyumda da kardiyak gangliyonlar farkli
sekil ve boyutlarda bulunmaktadir (184). Domuz yavrularinin (203), tavsanlarin (201)
ve insanlarin (204,205) kalplerinde c¢ogunlukla koroner oluga yakin bélgelerde
(204,206) ve kismen de olsa ventrikiillerde kardiyak gangliyonlarin belirlendigi
caligmalar gerceklestirilmistir. Farelerde, bizim bulgularimiz ile uyumlu olarak sadece
atriyum ve aortik arkta gangliyonlu pleksus saptandi (200). Genel olarak MSS’de
ndronlarin ¢ogunlugu ya parasempatik ya da sempatik karaktere sahip iken,
intrakardiyak sinirler sadece parasempatik ya da sempatik degil, bazi hiicre gdvdeleri
iki noron tipi i¢in de belirtecleri gosterebilmektedirler. Bu nedenle, ek belirteclerin
kullanimi, kalpteki intrinsik kardiyak ndronlarin ve sinirlerin karisik kolinerjik ve
adrenerjik fenotipinin aydinlatilmasina yardimci olmustur. Hoard ve grubu TH,
dopamin B-hidroksilaz ve norepinefrin tasiyici ile iligkili, ancak vezikiiler monoamin
tastyici tip 2 (VMAT?2) icermeyen ve bu nedenle norepinefrin depolama yetenegi
olmayan IKG’larda kolinerjik néronlarin varhigmi gostermistir (100). Intrinsik
kardiyak noronlarin %83'liniin sadece ChAT-IR oldugunu, %4'iniin sadece TH-IR
oldugunu ve %14'iiniin hem ChAT hem de TH i¢in immiinoreaktif oldugu
gosterilmistir (67). Ayrica, intrinsik kardiyak sinir sistemindeki afferent noron
poplilasyonunu tanimlamak icin nosiseptif noéronlarda bulunan CGRP ve SP
ndropeptitler icin immiinoreaktivite gosteren hiicreler de ayni ¢alismada belirlenmistir
(67). Intrinsik kardiyak gangliyonlu pleksuslarm, {i¢ alt tipi igeren karmasik ndron
aglar1 ve birbirine baglanan sinirler igerdigi bilinmektedir: i) afferent ndronlar; ii)

motor (parasempatik ve sempatik) ndronlar; ve iii) yerel devre noronlarint birbirine

141



baglayan alt gruplar (76). Bu bilgiler 1s181inda, kalp seviyesindeki bu sinir aginin,
kardiyak refleksleri modiile etmede Onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Afferentlerin  belirlenmesinde kullanilan VGLUT2-Cre transgenik faresinde
goriintliilenen noron lifleri, domuz kalplerinde calisilmig dnceki raporlara benzer
sekilde, herhangi bir soma etiketlemeden yalnizca fare kardiyak ganglionlarinda tespit
edildi (184). Bulgularimizda, goriintiileyebildigimiz IKG’lar i¢indeki noral somada
TH-IR tespit etmemize ragmen, noron somalar1 arasinda VGLUT2 eksprese eden
RFP-IR govdeler saptanmadi, ancak sadece intrinsik gangliyonlardan TH-IR ndron
somalarindan gegen veya etrafindan donen afferent aksonlar tespit edildi.
Gangliyonlar1 olusturan somalarin igerisinden gecen veya cevresini saran afferent
fiberlerin varlig1 kalbin elektriksel iletiminde afferentlerin dengenin saglanmasinda

islevsel bir roliiniin olabilecegini gostermektedir.

Total afferentler arasindan spinal afferentlerin  gOriintiilenmesi  ve
fonksiyonlarinin aragtirilmast igin ticari olarak temin ettigimiz transgenik fareler loxP-
tdTomato farelerle caprazlanarak ikili transgenik fareler elde edildi. Yaptigimiz
goriintiilemelerde 3B spinal afferent haritalar elde edilemedi. Mrgpr’ler AKG ve
trigeminal gangliyonlarin somatosensoriyel iletici ndronlar, nosiseptif ve pruriseptif
ndronlarinda ve daha spesifik olarak izolektin B4-pozitif kii¢iik c¢apli hiicre
govdelerinde ekspresyonlarini ortaya ¢ikaran transkriptomik calismalar mevcuttur
(77,207). Bazt Mrgpr'ler o zamandan beri farelerde belirli duyusal néron alt
kiimelerinin hakim belirtecleri olarak kabul edilmektedir. Gergekten de, biiyiik 6lgekli
tek hiicreli RNA dizilimi ¢aligmalari, spesifik Mrgpr'lerin ekspresyonu ile karakterize
edilen duyu noronlariin alt kiimelerinin tanimlanmasini sagladi: peptiterjik olmayan
(NP) poptilasyon 1 cogunlukla MrgprD'yi ifade ederken, NP2, MrgprA3 ve
MrgprC11'i eksprese ettigi gosterildi (208). Bununla birlikte, diger ¢alismalar, Mrgpr
ekspresyonunun duyusal ndronlarla sinirli olmadigini ve kalp (MrgprH) (209),
serebral korteks ve hipokampus (MrgprE), diiz kas igeren dokular (MrgprF), MrgprE
ve MrgprF) (210), enterik sinir sisteminde (MrgprD) (211), beyincik gibi diger
dokularda da bulunabilecegini gdstermistir. Yiiksek derecede innerve olmus dokularin
yani sira, immiin hiicreler de Mrgpr eksprese eden hiicreler olarak listelenir (212).
Calismalarimizda kalbin yiizeyinde Mrgprd bagimli tdTomato ifadesini gérmemizi

saglayan ve bu nedenle afferentleri biitlinciil olarak gdriintiilememizi engelleyen,
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Mrgprd proteininin kalp kasi hiicrelerinde veya kalpte bulunan immiin hiicrelerde
ifade edilmesi olabilir. Spinal afferentlerin goriintiilenmesinde kullanilan bir diger
transgenik olan Pvalb-cre::tdTomato faresinin kalp ylizeyi goriintiilendiginde Pvalb
yiiksek afiniteli bir Ca?* baglayicilig1 protein olmasi nedeni ile kardiyomiyositlerde de
ifade edilebilecegi afferentler diginda kardiyomiyositlerin de floresan sinyal vermesi
ile dusiiniildii. Parvalbiiminin atriyal ve ventrikiiler kardiyomiyositlerde, SA
diigiimiinde ve AV diiglimiinde bulundugu sigcan kalbinde yapilan immiino isaretleme
yontemleri ile gosterilmistir (213). Iskelet kas1 disinda kalp kasinda da Pvalb protein
varlig1 nedeniyle kalp arka plan sinyal yogunlugu fiberlerin goriintiilenmesine engel
teskil etmektedir. VGLUT3-cre transgenik fare kalbinin yiizeyinde belirlenen
uzantilar1 bulunan telosit benzeri hiicre tiplerinin GFAP ve NG2 pozitif hiicreler
olabilecegi ve yapilacak c¢aligmalarla kalbin elektriksel aktivitesine etkisinin

gosterilebilecegi gelecek planlarimiz arasindadir.

Bu ¢alisma, iskemi veya kardiyomiyopatiden kaynaklanan miyokard hasarindan
sonra ventrikiillerdeki sinir liflerinin dagiliminin degistigini sempatik ve afferent
ozelinde yiiksek c¢oziiniirliikte elde edilen goriintiileri gostermektedir. Afferent
inervasyonun saglikli kalplerde detayli goriintiilenmesi sonrasi miyokardial infarktiis
durumundaki sekillenmesi hakkinda bilgi edinmek icin benzer yontemle MI'lt
durumun 3B ve detayli ¢ekimleri gerceklestirildi. Saglikli farelerin kalbe dallanan
duyu néronlarmin belirlenmesi MI sonrasi kalpte olusan hasarli bélgede olusan sinir
ag1 hasarinin kalbin islev bozukluguna olan etkisinin anlagilmasinda olduk¢a 6nemli
olacaktir. MI sonrasi noral yenilenme, sempatik asir1 desarj ve azalmis vagal tonus
olarak kendini goOsteren otonomik dengesizlik nedeniyle kardiyak disfonksiyona
biliylik etkisi vardir. Nekrotik miyokard denervasyon ile iliskilendirilmisken,
miyokardiyal hasar bdlgesinin periferleri ve perivaskiiler bolgeler zengin bir sekilde
inerve edilir (148,214). Saglikl kalp ile kiyaslandiginda bdlgesel hiperinnervasyon
miyokard hasari ile iligkilidir. Miyokardiyal iskeminin hayvan modelleri, hasarl
miyokardin sinirlarindaki sinir liflerindeki artigin, Schwann hiicrelerinin ve aksonlarin
proliferatif rejenerasyonundan kaynaklandigini gostermistir (215). MI sonrasi
sempatik sinir hiperinervasyonu daha once bildirilmis olmasina ragmen afferentler
hakkinda c¢alismalar yoktur (150). Post MI, afferent ve efferent yenilenmesinin (re-

inervasyonun) detayli tanimlanmasi klinikte yeni uygulamalarin gelistirilmesine
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olanak saglayabilir. Son yillarda, MI sonras1 gelisen aritmilerin klinik yonetiminde
noral stimiilasyon ve sinir ablasyon terapileri yapilmaktadir (149), Torasik
segmentlerde AKG'lerin omurilik stimiilasyonu, parasempatik refleks i¢in vagusun ve
sempatik refleks i¢in omuriligin elektriksel néromodiilasyonu, hayvan modellerinde
ventrikiiler aritmiyi kontrol etmek icin denenmekte ve klinikte umut verici sonuglar
olabilecegi diistiniilmektedir (24,145,216). Bu stratejilerin gelistirilmesi, kardiyak
efferentlerin ve iskemik kardiyak hasar sonras1 memeli kalplerinde daha az caligilan

afferentlerin histolojik ve fonksiyonel karakterizasyonunu énemli kilmaktadir (8).

Her ne kadar motor kardiyak inervasyonu, transgenik stratejilerin
kullanilmasiyla ve sempatik lifler icin TH immiino-etiketleme veya parasempatik lifler
icin Chat immiino-etiketleme ile bir dereceye kadar ortaya ¢ikarilsa da, kalbin duyusal
inervasyonu bu tez ¢alismasina kadar MI sonrasi tiim organ seviyesinde haritalanmadi.
Bulgularimiz, saglikli ve MI sonrasi kalplerin genel, adrenerjik ve glutamaterjik
ndronlarin karsilagtirmali dagilimmi gosterdi. MI siir bolgesinde, noradrenerjik
yeniden sekillenme siirecinin gostergesi olan TH-IR sinirsel filizlenmenin oldugunu
tespit ettik (147,150). Daha once kardiyak efferentler i¢in tarif edildigi gibi, kardiyak
inervasyonun ¢ogunlugunun iskemik bolge igerisinde azaldigi bulgularimiz
arasindadir (150). Spesifik olarak, MI smir bolgesi ve cevresinde afferent noral
filizlenme ve hiperinervasyonu gosterdik. Hem simir bolgesinde hem de skar
bolgesinde belirgin sinir uglari tespit edemedik. Bu nedenle, bulgularimizla gostermis
oldugumuz MI sonras1 afferent ve efferent kardiyak inervasyonun yeniden
sekillenmesi, muhtemelen kalp yetmezligine veya ani kardiyak 6liime yol agan artmis
bir kardiyak aritmi riskine isaret edebilir (145,146,150,217). Sonug olarak, kardiyak
duyusal ndral yeniden sekillenme, MI sonrasi patolojilerin 6nemli bir bileseni olabilir.
MI sonras1 kardiyak duyusal ve sempatik inervasyondaki degisiklikleri belirlemek,
afferentler ve efferentler arasindaki fonksiyonel geri besleme dongiilerinin
diizensizligindeki iliski diizeyini anlamak i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu baglamda MI
sonras1 sempatik ve duyusal inervasyonun haritalanmasi patolojik mekanizmanin
cozlilmesine 151k tutacaktir. Kalpte MI sonrasi afferentlerin baskilanmasinin ya da aktif
hale getirilmesinin post-iskemik kalp yeniden modellemesi {izerine etkisi heniiz
calistimamustir. Iskeminin gergeklestigi bolgede bulunan afferentlerin iskemi sonrasi

uyarilma 6zelliklerinin (sensitizasyon) degisebilecegi diistiniilmiistiir.
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Ek olarak iskemik hasar sonrasi Ozellikle mikroskobik ¢ekimlerimizde
otofloresan olarak tespit ettigimiz kalp kasinda meydana gelen degisiklikler de
goriintiilendi (Sekil 6.43). Gorelik ve meslektaslar;, Taramali Iyon Iletkenlik
Mikroskobu  (Scanning  Ion  Conductance =~ Microscopy)  kullanarak,
kardiyomiyositlerde meydana gelen yapisal degisikliklerin, yani membran T-
tiibiillerinin kaybinin bir sonucu olarak cAMP diizenlemesinde submikroskopik
degisikliklerin hasara maruz kalan kalp hiicrelerinde meydana geldigini belirlediler
(218). Yapilan ¢aligmada saglikli kalpteki miyokard yiizeyindeki kardiyomiyositlerin
dis ylizey yapisi (Z-oluklar ve tepeler) ve ig tiibiiller aginin saglam oldugu goriiliirken
MI sonrasi 4 hafta ve 8 hafta sonrasinda CM yiizey elemanlari, T-tlibiil yapis1 ve

yogunlugunun azalmaszyla siire uzadik¢a bozulmanin arttigi gosterilmistir (219).

Cok yakin zamana kadar yiliksek ¢Oziiniirliikklii mikroskobik caligmalar igin
teknolojinin eksikligi ve c¢ok biiyiik goriintii veri kiimelerini igleme ydntemlerinin
olmamas kalbin genel inervasyon haritasinin ¢ikarilmasini kisitlamistir. Bu nedenle
anatomik olarak kalbin bolgesel goriintiilenmesi arastirmacilar tarafindan
gerceklestirilmistir (107,200,201). Goriintiilerde néronal izleme ve ii¢ boyutlu yeniden
yapilandirma i¢in biyoinformatik araglarin ancak son zamanlarda gelistirilmesi ile
inervasyon paterni hakkinda genel bilgi sahibi olmaktayiz (28). Doku goriintiileme
tekniklerinin iyilestirilmesi ile kalpteki noronal agin yiiksek c¢oziintirlikli
goriintiisiiniin ~ elde  edilmesi noéral izleme uygulamalarinin  kullanimini
kolaylagtirmaktadir. Son olarak, anatomik ve fonksiyonel verilerin entegre edilmesi,
hastalik nedeniyle inervasyondaki degisiklikleri (ndral yeniden sekillenme) tam olarak
tanimlamak ve ndromodiilasyon icin yeni veya onceden var olan yontemlerin dogru

kullanimin1 ve izlenmesini saglamak i¢in gereken cerceveyi saglayacaktir.

Genel olarak, burada sunulan yaklagimi kullanarak elde ettigimiz afferent ve
sempatik mimarinin 3B yapis1 ve MI sonrasi rekonstriiksiyonunun, agin elektriksel
davraniginin teorik analizlerini ve ag yapisinin hedef doku fonksiyonu tizerindeki
etkisinin deneysel olarak degerlendirilmesine olanak saglayacaktir. Saglikli ve MI
durumlarinda noro-kardiyak eslesmeyi anlamamiza yapacagi katki agisindan bu

caligmanin verileri nemlidir.
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8. SONUC

Sonug olarak, transgenik yaklasim kullanarak saglikli ve iskemik kardiyak
hasarini takiben tiim fare kalplerinin dorsal ve ventral yiizlerinde VGLUT2 eksprese
eden afferent inervasyonu 3B olarak goriintiilendi. Atrium ve ventrikiillerde bulunan
cicek benzeri sonlanmalar, serbest sinir uclari ve kas ici dizilimler gibi farkli sonlanma
morfolojileri yiiksek ¢oziiniirliikle goriintiilendi. Transgenik yaklasim ve immiinolojik
boyama yontemlerini kullanarak ileri goriintiileme tekniklerinden elde ettigimiz kalbin
afferent inervasyonunun global seviyede goriintiileri literatiirde ilk kez bu dlgekte
onemli bir eksikligi kapatmistir. Saglikli ve MI sonrasi ndrokardiyak dinamiklerin
detaylari1 anlamamizi sagladi. Bu tez c¢aligmasinda sunulan bulgular, VGLUT2
ekspresyonu ile karakterize edilen 6nemli ve biiytik bir kardiyak afferent inervasyon
poplilasyonunu anlamamiza katkida bulunarak bu verinin yardimi ile daha ileri

mekanik ve fonksiyonel ¢alismalarin temelinin atilmasina yardime1 olacaktir.

Kardiyak fizyolojinin vagal ve spinal kokenli afferent kontroliinii daha iyi
anlamak icin akcigerlerde (71) ve gastrointestinal sistemde (75) yapilanlara benzer
kardiyak spesifik vagal efferent ve afferent lifleri tanimlamay1 amaclayan gelecekteki

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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